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RESUMO

A antibioticoterapia prolongada pode alterar a composi¢do da microbiota das mucosas, aumentando o
risco de surgimento de infecgOes oportunistas em pacientes imunocomprometidos. Ademais, 0 uso de
antibacterianos de amplo espectro pode interferir na relacdo de Candida com bactérias da microbiota
favorecendo o estabelecimento de coinfecgdes que, por vezes, estdo associadas ao surgimento de
biofilmes. Nesse contexto, investigou-se o efeito de antibacterianos B-lactdmicos e vancomicina sobre
o0 crescimento planctbnico e viruléncia de Candida spp., bem como a acdo de cefepime e amoxicilina e
extratos de biofilme de Escherichia coli ATCC 25922 tratados com cefepime ou amoxicilina sobre o
biofilme produzido por C. albicans ATCC 10231. Para tanto, foram utilizados os antibacterianos -
lactamicos cefepime, imipenem, meropenem e amoxicilina e o glicopeptideo vancomicina. Os
antibacterianos foram testados nas concentracdes correspondentes ao pico plasmatico e duas vezes o
pico plasmatico de cada um, para o crescimento plancténico e, na concentragdo de pico plasmatico
para os testes com biofilme. Inicialmente, investigou-se o efeito dos antibacterianos sobre o
crescimento planctdnico de C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC
6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070 por meio de contagem de Unidades Formadoras de Colénia por
mL (UFC/mL) e citometria de fluxo. Além disso, foi analisado o efeito dos antibacterianos sobre a
producdo de fatores de viruléncia in vitro (atividade proteolitica e fosfolipidica) bem como sobre a
viruléncia in vivo das estirpes de Candida spp. usando Caenorhabditis elegans como modelo. Por fim,
investigou-se o efeito de cefepime e amoxicilina e de extratos de biofilme de E. coli ATCC 25922
tratados com os antibacterianos citados sobre o biofilme de C. albicans ATCC 10231 formado em
placas de poliestireno. Foram analisadas a producdo de biomassa dos biofilmes (coloragédo por cristal
violeta), atividade metabolica (reducdo do XTT), contagem de células vidveis (UFC/mL),
ultraestrutura dos biofilmes (microscopia eletronica de varredura), determinagdo do biovolume e
espessura (microscopia confocal), atividade proteolitica das células sésseis (azoalbumina como
substrato), quantificacdo de carboidratos e proteinas (coloragdo com calcoflior-white, vermelho do
Congo, safranina e SYPRO® Ruby), composicdo da matriz (espectrometria de massas) e tolerancia a
antifangicos (anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e caspofungina). Os resultados
revelaram que os antibacterianos p-lactdmicos e vancomicina estimulam o crescimento plancténico e a
atividade proteolitica, sem modificar a atividade fosfolipidica de Candida spp. Além disso, a
vancomicina diante C. parapsilosis e amoxicilina face a C. tropicalis alteram o volume celular.
Ademais, amoxicilina potencializa a viruléncia in vivo de C. krusei e C. tropicalis frente a C. elegans.
Adicionalmente, amoxicilina e cefepime intensificam a producdo de biofilme por C. albicans
estimulando a produgdo de biomassa, atividade metabolica, contagem de células viaveis, biovolume,
espessura, atividade proteolitica e quantificacdo de carboidratos dos biofilmes produzidos. Ainda,
amoxicilina altera a composi¢do da matriz do biofilme induzindo a sintese de Hsp70, em comparagédo
ao controle. Porém, os extratos de biofilme de E. coli tratados com cefepime ou amoxicilina ndo
interferem na producéo de biofilme de C. albicans, quando comparado com os antibacterianos testados
isoladamente. Por fim, a adi¢do de amoxicilina torna o biofilme de C. albicans mais tolerante a
caspofungina. Portanto, conclui-se que antibacterianos B-lactdmicos e vancomicina estimulam o
crescimento plancténico e viruléncia de Candida spp. Além disso, cefepime e amoxicilina
potencializam a producao de biofilme por C. albicans, além de a amoxicilina proporcionar aumento da
tolerancia do biofilme de C. albicans a caspofungina. Dessa maneira, essas descobertas podem ter
impacto direto na fisiopatologia das infec¢des flngicas invasivas em pacientes em risco.

Palavras-chave: Antibacterianos B-lactamicos. Vancomicina. Candida. Biofilme. Caenorhabditis
elegans.



ABSTRACT

Prolonged antibiotic therapy is likely to alter the mucosal microbiota composition, increasing the
risk of opportunistic infections in immunocompromised patients. In addition, the use of road-
spectrum antibacterials may interfere with the relationship of Candida with bacteria in the
microbiota, favoring the establishment of co-infections, which are sometimes associated with the
appearance of biofilms. In this context, the effect of B-lactam antibiotics and vancomycin on the
planktonic growth and virulence of Candida spp., as well as the action of cefepime and
amoxicillin and Escherichia coli ATCC 25922 biofilm extracts treated with cefepime and
amoxicillin on the biofilm produced by C. albicans ATCC 10231. For this purpose, -lactam
antibiotics cefepime, imipenem, meropenem and amoxicillin and glycopeptide vancomycin were
used. Antibacterials were tested at concentrations corresponding to peak plasma concentration and
2-fold peak plasma concentration of each for planktonic growth, and at peak plasma concentration
for biofilm tests. Initially, we investigated the effect of antibacterials on planktonic growth of C.
albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 and C. tropicalis
CEMM 03-6-070 by counting Colony Forming Units per mL (CFU/mL) and flow cytometry. In
addition, the effect of antibacterials on the production of virulence factors (proteolytic and
phospholipid activity) as well as the in vivo virulence of Candida spp. using Caenorhabditis
elegans as a model. Finally, the effect of cefepime and amoxicillin and E. coli ATCC 25922
biofilm extracts treated with the antibacterials cited on the biofilm of C. albicans ATCC 10231
formed on polystyrene plates were investigated. The biofilm biomass production (violet crystal
staining), metabolic activity (XTT reduction), viable cells count (CFU/mL), biofilm ultrastructure
(scanning electron microscopy), determination of biovolume and thickness (microscopy
confocal), proteolytic activity of sessile cells (azoalbumin as substrate), quantification of
carbohydrates and proteins (calcofluor-white staining, Congo red, safranin and SYPRO® Ruby),
matrix composition (mass spectrometry) and antifungal tolerance (amphotericin B, fluconazole,
itraconazole, voriconazole and caspofungin). The results showed that B-lactam antibiotics and
vancomycin stimulate planktonic growth and proteolytic activity, without modifying the
phospholipid activity of Candida spp. In addition, vancomycin against C. parapsilosis and
amoxicillin against C. tropicalis alter the cell volume. In addition, amoxicillin potentiates the
virulence of C. krusei and C. tropicalis against C. elegans. Additionally, amoxicillin and cefepime
enhance biofilm production by C. albicans by stimulating biomass production, metabolic activity,
viable cells count, biovolume, thickness, proteolytic activity and carbohydrate quantification of
the biofilms produced. Furthermore, amoxicillin alters the composition of the biofilm matrix
inducing the synthesis of Hsp70, in comparison to the control. However, E. coli biofilm extracts
treated with cefepime or amoxicillin did not interfere in the biofilm production of C. albicans
when compared to the antibacterials tested alone. Finally, the addition of amoxicillin makes the
biofilm of C. albicans more tolorante to caspofungin. Therefore, it is concluded that -lactam
antibiotics and vancomycin stimulate the planktonic growth and virulence of Candida spp. In
addition, cefepime and amoxicillin potentiate the biofilm production by C. albicans, in addition to
amoxicillin, to increase the biofilm tolerance of C. albicans to caspofungin. Thus, these findings
may have a direct impact on the pathophysiology of invasive fungal infections in patients at risk.

Keywords: p-lactam antibiotics. Vancomycin. Candida. Biofilm. Caenorhabditis elegans.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, estudos epidemiologicos comprovaram o aumento da frequéncia
de infeccBes fungicas invasivas (IFIs) em todo o mundo, as quais sdo atualmente consideradas
importantes problemas de salde publica. Tais infeccbes possuem grandes repercussoes
clinicas e costumam estar associadas a elevados indices de morbimortalidade, sobretudo entre
os transplantados, neutropénicos graves, pacientes que fazem uso de doses elevadas de
corticoides e individuos infectados pelo virus HIV. As taxas de mortalidade decorrentes das
IFIs nesses pacientes podem aproximar-se a 90% (HAHN-AST et al., 2010; MARIETTE et
al., 2016). Outros fatores predisponentes para o desenvolvimento de IFls, como
antibioticoterapia prolongada, nutricdo parenteral, quimioterapia e a quebra de barreiras
cutaneo-mucosas, sdo também implicados como condi¢des de risco para o surgimento de
biofilmes (LYNCH; ROBERTSON, 2008; RAMAGE et al., 2009; SPITZER et al., 2017).

Apesar de mais de 50% das IFIs serem causadas por Candida albicans, mudancas
drasticas na epidemiologia das infeccBes fungicas tém sido observadas nos ultimos anos.
Dessa maneira, espécies de Candida ndo-C. albicans tém emergido como importantes
patdgenos em pacientes imunocomprometidos (MERSEGUEL et al., 2015).

Embora os agentes de IFIs possuam determinantes de viruléncia bem definidos, na
maioria das vezes, as condi¢Oes de risco para desenvolvimento dessas infecgdes recaem sobre
0 status imune do hospedeiro e a iatrogenia medicamentosa. Nesse cenario, destaca-se a
exposicao prolongada aos antibacterianos (SAMONIS et al., 2013; 2006a; 2006b).

Os antibacterianos de amplo espectro sdo capazes de alterar a composi¢do da
microbiota das mucosas, permitindo a colonizacdo desses sitios por Candida spp. Estudos em
modelos experimentais murinos comprovam que a administracdo de diversas drogas, tais
como amoxicilina-clavulanato, macrolideos e carbapenens causam proliferacdo de Candida
no trato gastrintestinal (SAMONIS et al.,, 2013; 2008; 2006a). Ademais, 0 uso de
antibacterianos de amplo espectro pode interferir na relacdo de Candida com bactérias da
microbiota favorecendo o estabelecimento de coinfeccGes que, por vezes, estdo associadas ao
surgimento de biofilmes. Nesse contexto, investigou-se o efeito de antibacterianos f-
lactdmicos e vancomicina sobre o crescimento planctonico e viruléncia de Candida spp., bem
como a agdo de cefepime e amoxicilina e extratos de biofilme de Escherichia coli tratados

com os antibacterianos citados, sobre o biofilme produzido por C. albicans.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCOES FUNGICAS INVASIVAS CAUSADAS POR LEVEDURAS

Fungos oportunistas caracterizam-se pela capacidade em causar doenga em pacientes
imunologicamente desprotegidos, via imunossupressdo e/ou imunodepressdao. Constituem um
grupo heterogéneo e filogeneticamente ndo relacionado de espécies com diferentes nichos
ecoldgicos: comensais da microbiota do homem e/ou animais, fitopatdgenos e saprofitas
ambientais. A grande diversidade morfofisiologica observada nesse agrupamento tem
profundos impactos no diagnostico laboratorial, manejo terapéutico e, por conseguinte, no
prognostico das infeccBes causadas por esses agentes. S&o conhecidos como exemplos
classicos de leveduras oportunistas capazes de causar IFls: Candida albicans, Complexo C.
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii,
Trichosporon spp. e Rhodotorula spp. (ESSER; KURZALI, 2014).

Estudos multicéntricos destacam que as espécies de Candida ndo-C. albicans tém
emergido como importantes patégenos em pacientes imunocomprometidos, apesar de mais de
50% das IFIs serem causadas por C. albicans (LASS-FLORL, 2009; RICHARDSON; LASS-
FLORL, 2008). Analise retrospectiva de 672 episddios de candidemia na América Latina
revelou que C. albicans foi o agente etiolégico em aproximadamente 38% dos casos; C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. glabrata foram responsaveis por
aproximadamente 57% dos casos documentados (NUCCI et al., 2013). Além das alteracdes na
prevaléncia dos agentes envolvidos em candidemias, tem-se observado também aumento da
frequéncia de isolamento de agentes de IFIs como Cryptococcus sp. e outros géneros outrora
considerados ndo patogénicos, como Trichosporon spp. e Rhodotorula (LASS-FLORL, 2009;
RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008).

O Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii é constituido por leveduras
capsuladas responsaveis pela criptococose, uma micose sistémica cosmopolita que geralmente
esté associada a pacientes imunodeprimidos, como € o caso dos individuos com aids. Segundo
Park et al. (2009), estima-se que cerca de 957.900 casos de meningite criptococica ocorrem a
cada ano, resultando em 624.700 mortes anualmente. No Brasil, acredita-se que a meningite
criptocécica representa cerca de 6% das infeccGes oportunistas em pacientes com aids, sendo
a principal causa de doenca infecciosa do sistema nervoso central nesses individuos
(PEREIRA; BARROS, 2012).
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A capacidade de o Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii infectar humanos e
animais, estd intimamente relacionada com a sensibilidade do hospedeiro e a producdo de
fatores de viruléncia, que sdo mecanismos que possibilitam ao fungo resisténcia a imunidade
do hospedeiro, facilitando a proliferagdo e sobrevivéncia e, eventualmente, danificando
Orgdos e tecidos, ocasionando a criptococose. S&o varios os fatores de viruléncia produzidos
pelo Complexo, sendo os principais, a expressdao de capsula, sintese de melanina,
termotolerancia a 37 °C, producdo de enzimas, sobrevivéncia intracelular, aquisicdo de
nutrientes, biofilme e resisténcia aos antifungicos de uso terapéutico, entre outros (COELHO;
BOCCA; CASADEVALL, 2014).

Os fungos do género Trichosporon sdo basidiomicetos leveduriformes capazes de
formar blastoconidios, hifas, pseudo-hifas e artroconidios. Sdo organismos amplamente
distribuidos no solo e na éagua, podendo fazer parte da microbiota da pele e do trato
gastrintestinal humano. O género € formado por cerca de 50 espécies, das quais 16 sdo
reconhecidas como patdégenos humanos (COLOMBO et al., 2011). Sdo agentes envolvidos
principalmente em infec¢cdes superficiais de pele e anexos, tais como onicomicose e piedra
branca.

Nos ultimos 30 anos, as IFls causadas por Trichosporon tém sido reportadas com
maior frequéncia em algumas populacbes-alvo (MICELI et al., 2011). A maioria desses casos
ocorre em pacientes com neoplasias hematoldgicas, em especial aqueles com leucemia
(BAYRAMOGLU et al., 2008; GIRMENIA et al., 2005; MATSUE et al., 2006; SUZUKI et
al., 2010). A doenca invasiva também tem sido relatada em individuos HIV positivos
(ROMAN et al.,, 2014) e em pacientes que realizaram transplante de medula Ossea
(MORETTI-BRANCHINI et al., 2001). A fungemia é considerada a forma clinica mais
comum das infeccdes invasivas por Trichosporon (MICELI et al., 2011). As infeccOes
disseminadas por Trichosporon costumam apresentar progndstico desfavoravel, com taxas de
mortalidade superiores a 80% (WALSH et al., 2004); ademais, resisténcia in vitro a
anfotericina B — droga de escolha para o tratamento de micoses profundas — ocorre em varias
especies do género (CHAGAS-NETO et al., 2008).

Embora dados epidemioldgicos precisos ndo estejam disponiveis, estima-se que as
tricosporonoses correspondem a 10% de todos os casos confirmados de IFIs (PFALLER et
al., 2007; WALSH et al., 2004). Resultados do projeto Artemis (Artemis Global Antifungal
Surveillance Program), realizado com dados oriundos de 142 instituicbes em 41 paises entre
1997 e 2005, revelaram que Trichosporon foi considerado o terceiro agente ndo-Candida mais
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comum, correspondendo a 10,7% de mais de 8 mil isolados fingicos analisados (PFALLER
etal., 2007).

As leveduras do género Rhodotorula sdo basidiomicetos ubiquos no meio ambiente e
que podem fazer parte da microbiota transitéria e/ou permanente da pele e trato gastrintestinal
humano. O género compreende mais de 40 espécies, contudo, apenas trés figuram como
patégenos humanos: R. mucilaginosa, R. glutinis e R. minuta (FORES et al., 2012). Os fungos
do género Rhodotorula produzem um pigmento carotenoide caracteristico, capaz de conferir
coloracdo rosea ou avermelhada as colbnias. Formam blastoconidios com brotamento
multilateral, pseudohifas rudimentares e, ocasionalmente, apresentam cépsula discreta
(MICELI et al., 2011).

Embora esses organismos sejam frequentemente reportados como saproéfitas e/ou
comensais, nos Ultimos vinte anos diversos relatos de IFIs causadas por Rhodotorula tém sido
descritos e, desta forma, esses organismos sdo atualmente considerados patdgenos emergentes
(KIM; HYUN; RYU, 2013; MICELI et al., 2011; SPILIOPOULOU et al., 2012). Segundo
dados do projeto Artemis, Rhodotorula foi considerado o 4° agente ndo-Candida mais
comumente isolado (PFALLER et al., 2007). A maioria das IFIs causadas por esses agentes
sdo fungemias associadas a cateteres, endocardite e meningite. A taxa de mortalidade
decorrente de tais infecgbes é de aproximadamente 15% (TUON; COSTA, 2008). Pacientes
com cancer ou aids estdo em maior risco de aquisicdo da infeccdo (MICELI et al., 2011).

O manejo das IFIs representa um grande desafio terapéutico. Parte das dificuldades é
inerente ao status imunoldgico do paciente e a dificulade de reversdo de algumas condicdes
consideradas de alto risco, como neutropenia e uso de cateter venoso central. A manutencédo
de dispositivos invasivos em pacientes com candidemia, por exemplo, tem sido associada a
falhas terapéuticas e complicacdes clinicas, além de maiores taxas de mortalidade
(MUSKETT et al.,, 2011; PAPPAS et al., 2018; TSAI et al., 2011). As IFIs podem ser
causadas por uma grande diversidade de agentes etiol6gicos — geralmente irreconheciveis por
meio de achados clinicos e fatores de risco — dificultando o manejo terapéutico dos pacientes
acometidos, dada as diferencas no perfil de resisténcia desses microrganismos aos

antifungicos.
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2.2 O GENERO Candida

A primeira documentacdo de que se tem conhecimento de leveduras do género
Candida como patdgenos € concedida a Langenbeck, que isolou em 1839, da cavidade oral,
esse “novo patdgeno” que atualmente assume o posto de mais importante levedura patogénica
ao homem, C. albicans (KABIR; HUSSAIN; AHMAD, 2012).

Organismos do género Candida pertencem ao filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, familia Saccharomycetacea. Sdo fungos
pleomorficos, presentes em uma grande variedade de nichos ecoldgicos, com muitas espécies
de grande relevancia clinica, industrial e ambiental (CHAI; DENNING; WARN, 2010;
MERSEGUEL et al., 2015; PAPON et al., 2013; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Os fungos do género Candida normalmente s&o encontrados como organismos
comensais no corpo humano, fazendo parte da microbiota da pele, trato gastrointestinal e
genitourinario, podendo ainda ser encontrados no trato respiratério superior (MERSEGUEL et
al., 2015; PAPON et al., 2013). Leveduras desse género podem ser encontradas nos mais
variados substratos, sendo micro-organismos heterotréficos, aerdbios e fermentadores,
podendo ainda se desenvolver sob condi¢des de microaerofilia (SCHULZE; SONNENBORN,
2009).

Nas Gltimas duas décadas, tem-se observado um aumento na incidéncia das infecgdes
por Candida, sendo estas consideradas como a principal causa de infec¢fes flngicas em seres
humanos (FOURNIER et al.,, 2011). Sob determinadas condi¢cbes que enfraquecam
sobremaneira o sistema imunoldgico do hospedeiro, a exemplo de longos e repetidos
episddios de neutropenia, neoplasias, ou ainda, transplantes de 6rgaos e prematuridade, esses
micro-organismos comensais podem converter-se em patdgenos oportunistas. Como
consequéncia, surgem diversos tipos de infeccGes que vao desde superficiais cronicas, até
infeccbes invasivas. Estas ultimas apresentam elevadas taxas de mortalidade, que podem
chegar a 50% nos adultos e até 30% em criangas (CHANDRA, J; MUKHERJEE, 2015;
LIONAKIS; NETEA, 2013).

Das espécies fungicas associadas as infec¢Ges oportunistas em seres humanos,
inquestionavelmente, C. albicans é a principal espécie do género relacionada a esses tipos de
infeccbes. Dessa maneira, C. albicans é a quarta espécie de micro-organismo mais isolada a
partir de hemoculturas nos Estados Unidos da América (PFALLER, 2012).
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Das mais de 200 espécies catalogadas de Candida, pouco mais de 30 ja foram isoladas
de infeccbes em humanos. Dessas, destacam-se C. albicans, Complexo C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis e C. glabrata, responsaveis por cerca de 92% das infeccdes por Candida
spp. (MERSEGUEL et al., 2015; PAPON et al., 2013; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

C. albicans é uma levedura polimérfica diploide com oito cromossomos e que pode se
replicar em condicGes anaerdbicas, a exemplo do colon humano (KRUPPA, 2009). Cresce de
maneira vegetativa em pelo menos trés formas morfologicas diferentes: leveduriforme ou
blatoconidio, pseudo-hifa e hifa verdadeira. O balanco entre essas diferentes formas afeta a
morfologia da coldnia e as mudangas ocorridas ao longo desse processo e é conhecido como
switching fenotipico (MAYER; WILSON; HUBE, 2013).

As espécies de Candida ndo-C. albicans, a exemplo do Complexo C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis e C. glabrata, sdo consideradas patdgenos emergentes e tém obtido
destaque no cendrio mundial como causadoras de infeccGes em ambiente hospitalar,
sobretudo em pacientes imunodeprimidos internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
(RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008). O Complexo C. parasilisosis, de maneira geral, esta
relacionado a candidemia em neonatos e pacientes transplantados. Esse complexo de espécies,
constituido por C. parasilisosis sensu stricto, C. metapsilosis e C. orthopsilosis, possui grande
capacidade de produzir biofilmes, sendo relacionado a surtos de candidemia associados com
cateter venoso central e nutricdo parenteral (ALANGADEN, 2011). C. krusei € uma espécie
intrinsecamente resistente ao fluconazol e, dessa forma, é responsavel por um alto indice de
mortalidade. Esta relacionada a pacientes transplantados de células da medula 6ssea, pacientes
gue passaram por cirurgia gastrointestinal e exposicdo prévia ao fluconazol (HORN et al.,
2009; SIPSAS et al., 2009). C. tropicalis por sua vez, estd associada a pacientes com doencas

hematoldgicas graves, seguida de neutropenia e mucosite (HORN et al., 2009).

2.2.1 Aspectos morfofisiologicos

Espécies de Candida sdo leveduras unicelulares, que se reproduzem por brotacéo e/ou
fissdo. Podem apresentar um estagio filamentoso, com producdo de hifas verdadeiras e/ou
pseudo-hifas e, essa mudanca morfolégica pode ocorrer tanto in vitro, quanto in vivo,
repercutindo diretamente sobre a viruléncia fungica (KABIR; HUSSAIN; AHMAD, 2012).
A morfogénese das hifas & desencadeada por sinais ambientais que se assemelham a

condigdes de crescimento desfavoraveis ou indicam a presenca de um ambiente hostil. Esses



24

fatores incluem temperatura elevada, potencial hidrogeniénico (pH) neutro, excassez de
nutrientes, concentragdo de CO> e O, densidade celular e contato com superficies fisicas. Ja,
temperaturas baixas, pH acido e concentragdes elevadas de glicose, propiciam a producdo da
forma unicelular desses fungos (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Quanto as exigéncias nutricionais de Candida para a sobrevivéncia, adaptagdo
metabolica e para a proliferacdo em determinados nichos no hospedeiro, as células fungicas
necessitam ter acesso a macronutrientes, como os carboidratos e aminoacidos, e
micronutrientes, como o0s ions. A disponibilidade de nutrientes difere substancialmente entre
diversos nichos no hospedeiro. Por exemplo, em individuos saudaveis, Candida &
predominantemente encontrada como parte da microbiota gastrointestinal, considerado um
nicho excepcionalmente rico em nutrientes. Mesmo assim, as células de Candida ainda tém
que competir com outros membros da microbiota, como as bactérias, para obtencdo de
nutrientes (DADAR et al., 2018).

Um fator determinante para a aquisicdo de nutrientes por Candida é o pH. No
hospedeiro humano, o pH difere drasticamente de acordo com o sitio anatdmico. Embora o
pH no sangue e nos tecidos seja basicamente neutro (pH 7,4, aproximadamente) a cavidade
vaginal humana é &cida (pH 4) e o pH ao longo do trato digestivo difere significativamente,
variando de pH 2 a pH 8. Diferentemente das bactérias, os fungos tém predilecdo por um pH
levemente &cido para o seu crescimento. Dessa maneira, a absorcéo de nutrientes é conduzida
sumariamente pelo gradiente de protons, que ndao funciona em pH bésico. Além disso, a
estabilidade das proteinas e a funcdo enzimatica séo afetadas pelo pH. Por exemplo, a fungéo
de proteinas fungicas importantes para o metabolismo, pode ser afetada negativamente pelo
pH alcalino, representando um stress para C. albicans (DANTAS et al., 2016).

Quanto a aquisicdao de macronutrientes, Candida pode metabolizar uma variedade de
acucares e aminoacidos diferentes, sendo capaz de usar os nutrientes liberados de forma
eficiente. Os acUcares, sobretudo a glicose, sdo as fontes de carbono mais utilizadas por
Candida. A presenca de glicose estimula a expressao de genes envolvidos na resisténcia ao
estresse oxidativo. Por outro lado, na auséncia de glicose, C. albicans possui a capacidade de
usar aminoacidos ou poliamina como fonte de carbono que acarreta diretamente na producao
e excrecdo de nitrogénio sob a forma de aménia. Como consequéncia, a amonia proporciona a
elevacdo do pH extracelular circundante, servindo de gatilho para a indugdo da morfogénese,

acarretando na transicao levedura-hifa. Além disso, a adaptacéo a diferentes fontes de carbono
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influencia a arquitetura e funcionalidade da parede celular, modulando as respostas ao stress e
a resisténcia aos antifungicos (DANTAS et al., 2016).

Os micronutrientes, como ferro, zinco, cobre e manganés, estdo disponiveis somente
em pequenas quantidades no hospedeiro. Assim, Candida necessita ser capaz de adaptar-se a
escassez dessas substancias e captar ativamente os micronutrientes quando em contato com o
hospedeiro. Estes metais tracos sdo indispensaveis para 0 metabolismo e para o crescimento
fangico, desempenhando funcdo de cofatores de muitas proteinas e enzimas. Durante o
processo evolutivo, Candida desenvolveu diversas estratégias para adquirir esses
micronutrientes de moléculas hospedeiras (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Quanto a captacao do ferro, C. albicans possui trés formas principais de aquisicdo que
incluem um sistema redutor, a absorcéo por sistema sider6foro e um mecanismo de captacao
de ferro proveniente do grupamento heme das hemacias. O sistema redutor permite que C.
albicans adquira o ferro da ferritina e transferrina do hospedeiro, ou o ferro livre do meio
ambiente. Embora C. albicans ndo possua a capacidade intrinseca de producéo de siderdforos,
em contrapartida possui o0 sistema de transporte de sider6foro Sitl/Arnl que pode utilizar
siderdéforos de outros micro-organismos que estimulem a captacdo do ferro. Além disso, C.
albicans pode expressar hemolisinas que lisam glébulos vermelhos, liberando, assim, a
hemoglobina e outras proteinas do grupamento heme. O ferro captado, participa de diversas
vias metabdlicas e € importante para a expressdo de diversos genes de adesdo, afetando,
assim, o passo inicial da formacao de biofilmes, um dos principais fatores de viruléncia de
Candida (SELLAM; WHITEWAY et al., 2016).

2.2.2 Patogenia e fatores de viruléncia

Espécies de Candida sofrem diversos desafios quando em contato com um hospedeiro
(Figura 1) e, sob certas circunstancias, podem alterar seu estilo de vida comensal, tornando-se
patdgeno. Os mecanismos envolvidos durante esta transicdo ndo sdo totalmente
compreendidos. Porém, podem ser apoiados na capacidade de Candida expressar diversos
fatores importantes que lhes propiciam e facilitam a multiplicacdo de suas células no
hospedeiro, possibilitando o processo de colonizagcdo e eventualmente a infecgdo. Esses
fatores relacionam-se, sobretudo, a adesdo e a invasdo ao tecido do hospedeiro, pleomorfismo,

liberacdo de exoenzimas hidroliticas e producdo de biofilme (NEGRI et al., 2010).
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Sistema imune do hospedeiro Barreiras mecénicas
+ Neutrofilos * Muco
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» Espécies de Nitrogénio Reativo (RNS)
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Barreiras microbianas * Escassez de nurientes
« Competigdo por sitios de adesdo,
nutrientes, ete.

T

« Metabdlitos téxicos e moléculas
inibitérias de quorum-sensing

Figura 1: Desafios contra Candida no hospedeiro humano. Fonte: Traduzido de Polke, Hube e Jacobsen (2015).

As células de Candida produzem um vasto arsenal de adesinas que proporcionam uma
forte ligacdo a superficie epitelial. O fato de C. albicans possuir tantas adesinas diferentes
pode ser um dos motivos fundamentais pelo qual a levedura é considerada um patégeno tao
flexivel. O arsenal de adesinas é provavelmente necessario durante o periodo de
comensalismo, nas diferentes situacGes de infeccdo e para o contato com diferentes tipos
celulares (outras células de fungos, bactérias, células epiteliais, células endoteliais, etc.),
promovendo, assim, adesdo em multiplos nichos dentro do hospedeiro. A adesdo as células
epiteliais do hospedeiro é um forte gatilho para a formac&o de hifas, que acelera o processo de
colonizagdo e invasdo tecidual (NAGLIK et al., 2017).

Embora alguns estudos tenham relatado que as células leveduriformes de C. albicans
possam invadir células epiteliais até certo ponto, por um processo denominado de cavitacdo, a
invasdo tecidual geralmente é atribuida as hifas. Contudo, leveduras e hifas, desempenham
importantes funcBes durante a infeccdo por C. albicans com papéis distintos das diversas
morfologias, durante diferentes etapas de infeccdo. Ambas as formas de crescimento podem
ser encontradas no decorrer das infecgdes sistémicas. As formas de levedura sdo fundamentais
para a disseminacdo pela corrente sanguinea, ao passo que a formacdo das hifas esta associada
a invasao tecidual. A formacéo de hifas promove tanto a invasdo nos tecidos, quanto evita que
as células de Candida sejam englobadas por macréfagos e neutrofilos, contribuindo para o
aumento da viruléncia do fungo (KARKOWSKA-KULETA; RAPALA-KOZIK; KOZIK,
2009). O processo pelo qual uma levedura vem a produzir hifas pode ser influenciado por
uma variedade de condigdes ambientais incluindo resposta fisiologica a temperatura de 37 °C,
pH igual ou superior a 7,0, concentragéo de CO>de 5,5 % e presenca de fonte de carbono. As
hifas aderidas podem crescer ao longo de superficies mediadas por um mecanismo por

"deteccgéo de contato". Isso permite que Candida encontre pontos fracos na barreira epitelial,
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por exemplo, células epiteliais danificadas e camadas celulares rompidas. Ou permite ainda
que as hifas reconhecam as juncdes de contato intracelulares facilitando a invasdo por entre as
células do hospedeiro (Figura 2) (SELLAM; WHITEWAY et al., 2016).
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Figura 2: Estratégias de sobrevivéncia de Candida. (1) Flexibilidade morfol6gica; (2) switching fenotipico
white-to-opaque e mating; (3) filamentacdo induzida por contato; (4) expressdo de adesinas associadas a hifa e
(5) invasdo em células hospedeiras por endocitose induzida ou (6) penetracdo ativa; (7) secrecdo de enzimas
hidroliticas, por exemplo, proteases asparticas secretadas (Saps) e fosfolipases que possibilitam a penetragdo e a
ruptura do tecido; (8) aquisicdo de nutrientes e micronutrientes de células hospedeiras, por exemplo, sistemas de
absorcdo de zinco e ferro; (9) vias de resposta ao estresse facilitando a resisténcia a condi¢cBes ambientais
adversas, por exemplo, espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies de nitrogénio reativo (RNS), baixo pH e
escassez de nutrientes; (10) modificacdo ativa do fagosoma para promover o crescimento das hifas, facilitando
dano de macr6fagos e escape. Fonte: Traduzido de Polke, Hube e Jacobsen (2015).

A invasdo tecidual pelas hifas ocorre por duas vias diferentes: endocitose induzida e
penetracdo ativa. A via mediada por endocitose induzida é inteiramente ligada ao hospedeiro
e ndo necessita de atividade fungica, uma vez que, até mesmo as células de levedura mortas

sdo englobadas pelas células do hospedeiro. No entanto, a absorcdo de elementos fungicos
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precisa de um estopim, iniciado por uma proteina de superficie da célula fungica e
reconhecida por um receptor na superficie da célula hospedeira, um processo semelhante aos
que ocorrem durante a invasao bacteriana. A adesina Als3 é tida como a principal molécula de
adesdo e invasdo de C. albicans, configurando como o principal ligante & célula do hospedeiro
por meio dos receptores denominados caderinas (E-caderina em células epiteliais orais e N-
caderina nas células endoteliais). Estudos sugerem que a endocitose induzida ocorre durante
0S primeiros estdgios de invasdo tecidual, contribuindo com aproximadamente 25% da
atividade de invasdo total in vitro (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Em contrapartida com a endocitose induzida, a segunda via de invasdo de C. albicans,
a penetracdo ativa, € inteiramente executada pelo fungo, pois até mesmo células hospedeiras
inativas ou mortas sdo invadidas por esta via. Todos os tipos de células hospedeiras ja
investigadas, incluindo células intestinais, sdo invadidas por penetracdo ativa, sendo
considerada a principal via de invasdo por Candida. Assim como na endocitose induzida,
apenas as hifas sdo capazes de invadir por meio da penetracdo ativa. Consequentemente, as
células mutantes de C. albicans com reducdo da capacidade de formacdo de hifas sdo
incapazes de invadir por ambas as vias. Os mecanismos de penetracdo ativa ainda ndo estéo
claramente elucidados. Acredita-se que uma mistura de forgas fisicas, provavelmente
baseadas em pressdo e atividade de enzimas hidroliticas seja necessaria para a penetracao
ativa (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

A producdo de enzimas hidroliticas, como proteases e fosfolipases, estd diretamente
relacionada com o metabolismo celular e desempenha papel crucial na sobrevivéncia fangica.
Essas enzimas sdo consideradas importantes fatores de viruléncia, uma vez que promovem o
crescimento celular, além de favorecerem a adesdo e a penetracdo em tecidos, proporcionando
a disseminacdo do fungo no organismo do hospedeiro. As principais enzimas proteoliticas
produzidas por Candida sdo as proteases asparticas secretadas (SAP). Essas proteases podem
degradar um grande numero de substratos celulares, incluindo proteinas estruturais do tecido
do hospedeiro, como o colageno e, clivar diversas proteinas relacionadas ao sistema
imunologico, como imunoglobulinas e proteinas do sistema complemento. Ja as fosfolipases
constituem um grupo heterogéneo de enzimas que compartilham a habilidade de hidrolisar
uma ou mais ligagdes de éster em glicerofosfolipidios. Todas as fosfolipases tém como
substrato moléculas de fosfolipidios; porém, cada enzima tem a habilidade de clivar uma
ligacdo de ester especifica. As fosfolipases contribuem diretamente para a penetracdo, injdria
e lise das células do hospedeiro. Candida secreta variedades de enzimas fosfolipidicas, sendo
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as fosfolipases B as mais relacionadas com a viruléncia da levedura. Estudos tém comprovado
que a expressao enzimatica de proteases e fosfolipases € substancialmente aumentada quando
as células fangicas se encontram vivendo em comunidade, na forma de biofilme (JAFARI et
al., 2017; SHIRKHANI et al., 2016).

2.2.2.1 Biofilme

Nos ultimos anos, tornou-se cada vez mais evidente que o crescimento de micro-
organismos na forma plancténica in vivo é a exce¢do, e ndo a regra, quando em contato com o
hospedeiro. Estima-se que, até 80% de todos 0s micro-organismos crescem CcoOmo
comunidades sésseis aderidas a uma superficie ao invés de células isoladas, constituindo uma
parcela significativa de todo o microbiano humano. Além disso, grande parte das infec¢des
surge de biofilmes patogénicos, os quais estdo relacionados a um aumento da patogenicidade,
acarretando em sérios problemas de salde, com maiores taxas de mortalidade dos individuos
acometidos. Dispositivos médicos rotineiramente utilizados em contextos clinicos, como
catéter venoso central ou urinario, valvulas cardiacas artificiais, articulagdes protéticas ou
préteses dentarias, fornecem um ambiente ideal para que as células microbianas sobrevivam
em comunidade, eventualmente causando infeccdo subsequente (CAVALHEIRO;
TEIXEIRA, 2018).

Biofilmes s&o comunidades microbianas dindmicas, de estrutura tridimensional
aderidas a uma superficie bidtica ou abidtica, cujas células encontram-se circundadas por uma
matriz extracelular polimérica secretada pelas proprias células (RAMAGE et al., 2012). A
eficiéncia da formacdo de biofilmes de Candida em um substrato depende de diversos fatores,
entre eles, a textura da superficie (por exemplo, rugosidade, hidrofobicidade), condicdes
ligadas ao meio ambiente (por exemplo, disponibilidade de nutrientes, forgas de cisalhamento,
disponibilidade de O, niveis de CO; e pH), a capacidade intrinseca do fungo de formar
biofilmes e a pressdo exercida pelas células imunes do hospedeiro (POLKE; HUBE;
JACOBSEN, 2015).

A formacéo de biofilme de Candida é um processo multifatorial e sequencial que
envolve basicamente quatro etapas de formagdo, comecando com a adesdo de células
individuais a uma superficie (etapa de adesdo). Este contato inicial € mediado por fatores
fisico-quimicos, como interacGes eletroquimicas, e posteriormente por adesinas de superficie

celular, como ocorre no contexto da adesdo aos tecidos do hospedeiro. A adesdo em biofilmes
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envolve o contato com o substrato, bem como a aderéncia célula a célula durante a formacao
do biofilme. As células aderidas comecam a se proliferar, formando uma camada delgada de
células que fornece a base para um maior desenvolvimento do biofilme (etapa de formacao).
Subsequentemente, o biofilme cresce e amadurece, evento decorrente da producdo de pseudo-
hifas e hifas. Ocorre, ainda, o inicio da secrecdo de uma matriz extracelular polimérica,
produzida pelas proprias células fangicas associadas ao biofilme (etapa de maturacdo). A
superficie do biofilme maduro fornece, entdo, a base para a dispersdo e disseminacdo
decorrente da liberacdo de células, sobretudo leveduriformes, no ambiente (etapa de
dispersdo) (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Durante o desenvolvimento do biofilme, as células de Candia modulam a expresséao de
diversos genes relacionados a sintese da matriz extracelular. A matriz — que pode
corresponder até 85% do volume total do biofilme — apresenta grande dinamismo quimico e
espacial, pois, além de preservar a viabilidade celular, a estrutura esta diretamente envolvida
com as caracteristicas mais importantes dos biofilmes flngicos: a invulnerabilidade a resposta
imune do hospedeiro e a resisténcia aos antifungicos. Esta Ultima caracteristica € considerada
um fendmeno complexo e multifatorial, podendo ser induzida apds exposicdo a um dado
composto ou resultante de mudancas genéticas irreversiveis (PARKER et al., 2014;
RAMAGE et al., 2012).

A matriz extracelular do biofilme desempenha papel crucial na protecdo das células
fangicas contra a resposta imunoldgica do hospedeiro, além de ser considerada um dos
principais mecanismos de resisténcia aos antifungicos. A matriz possui constituicdo quimica
complexa, formada em sua maioria por proteinas e carboidratos, além de lipidios,
hexosamina, fosforo, acido uranico e DNA extracelular. Curiosamente, as proteinas presentes
na matriz do biofilme de Candida, ndo sdo aquelas associadas a parede celular, mas sim,
fatores secretados e envolvidos no metabolismo de carboidratos e aminoécidos. Isso sugere
gue a matriz do biofilme de Candida também pode funcionar como um “sistema digestivo
externo”, que aumenta a captacdo de moléculas extracelulares, servindo como fonte de
energia para as células associadas ao biofilme. Além disso, a matriz desempenha uma
caracteristica de barreira fisico-quimica de protecdo, impedindo a penetragcdo dos antifungicos
e componentes do sistema imune do hospedeiro. Ainda, desempenha um papel de quelante,
sequestrando as drogas, fazendo que sejam necessarias concentragcbes mais elevadas dos

farmacos para exercer efeito. Compreender os mecanismos envolvidos na sintese da matriz
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dos biofilmes é o ponto chave para o desenvolvimento de estratégicas antiflngicas
(RAMAGE et al., 2012; ZARNOWSKI et al., 2014).

De maneira geral, além da matriz extracelular, os mecanismos envolvidos no
fendmeno de resisténcia aos antifungicos em biofilme sdo: aumento da densidade celular;
estado fisiologico em que as células se encontram; a presenca de células persistentes;
superexpressdo e/ou mutacdes de genes relacionados aos alvos das drogas e bombas de efluxo
(Figura 3) (RAMAGE et al., 2012).
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Figura 3: Mecanismos de resisténcia do biofilme de Candida. O crescimento na forma de biofilmes, uma
comunidade multicelular de ultraestrutura tridimensional complexa, estd associada a uma alta tolerancia
intrinseca a varias condicdes estressantes, por exemplo, tratamento antiflingico, mecanismos de defesa do
sistema imunoldgico do hospedeiro, estresses fisicos e quimicos. Alguns mecanismos de resisténcia importantes
estéo representados nesta figura. Fonte: Traduzido de Polke, Hube e Jacobsen (2015).

O estado fisiologico em que as células flngicas se encontram, quando em associa¢éo
na forma de biofilme, desempenha papel fundamental na sobrevivéncia e modulacdo da

resisténcia aos antifungicos. Por exemplo, as células que se encontram nas camadas mais
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basais do biofilme, chamadas de células persistentes ou latentes, sdo capazes de sobreviver em
baixas concentragdes de O, permanecendo em um estado de dorméncia, ao passo que as
células presentes nas demais camadas do biofilme, mostram-se metabolicamente mais ativas e
expressam diferentes genes que conferem resisténcia ao estresse oxidativo. Por exemplo,
regulam positivamente a glicélise, aumentam o metabolismo de acidos graxos e sintese de
ergosterol. Ademais, o aumento da densidade celular também contribui para uma diminuicéo
da sensibilidade aos antifungicos pelo biofilme, quando comparado as células plancténicas.
Ainda, condicdes de estresse no ambiente que circunda o biofilme — concentragdo de
oxigénio, temperatura, pH, concentragdo de glicose e ions como ferro — sdo capazes de alterar
a estrutura do biofilme e a sensibilidade aos antifungicos (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018;
RAMAGE et al., 2012).

Levando em consideracdo a importancia do ergosterol como um dos alvos principais
dos antifungicos de uso clinico humano (azolicos e poliénos), alteracdes nesse sitio-alvo
acarretam aumento na resisténcia aos antifungicos, principalmente aos azélicos. Esses
antifangicos possuem como mecanismo de acdo a inibicdo da enzima 14 o-demetilase,
codificada pelo gene ERG11, que tem por funcdo converter o precursor lanosterol em
ergosterol, um esterol de membrana que proporciona estruturacdo a célula fingica. Uma vez
inibida a enzima, ocorre o acumulo de esterdis toxicos dentro da célula e deplecdo do
ergosterol, que inibe o crescimento do fungo. Assim, a super-expressao ou mutacdo do gene
ERG11 culmina na alteragéo do ergosterol da membrana resultando no aumento da resisténcia
de biofilmes fungicos aos azélicos e poliénos (PARKER et al., 2014; XIE et al., 2014).

No tocante aos mecanismos de resisténcia mediados por bombas de efluxo, sabe-se
que, em C. albicans esse fendbmeno ocorre basicamente por dois mecanismos principais:
bombas do tipo ABC (ATP-binding cassete), codificadas pelos genes CDR1, CDR2, CDR3 e
CDR4, sendo os dois primeiros, quando super-expressos, 0s principais responsaveis pela
resisténcia a diversos azoélicos; e as bombas do tipo MFS (major facilitators superfamily),
codificadas pelo gene MDR1, as quais conferem resisténcia ao fluconazol. Bombas de efluxo
sdo proteinas de membrana que atuam ativamente transportando substancias pela membrana
para fora da célula. Um aumento da expressdo dos genes CDR1, CDR2 e MDR1 acarreta a
diminuicdo da concentracdo dos azolicos no interior celular, implicando no aumento da
resisténcia a esses antifingicos (RAMAGE et al., 2012; KANAFANI; PERFECT, 2008).
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2.3 INFECCOES POR Candida: PRINCIPAIS FORMAS CLINICAS, DIAGNOSTICO
LABORATORIAL E TRATAMENTO

A maioria das infec¢bes causadas por Candida séo originadas de maneira endogena,
decorrentes da proliferacdo ou da mudanca de sitio da levedura induzidos por algum fator de
risco. Os principais fatores de risco para o surgimento de infeccbes por Candida sao:
imunidade severamente comprometida (por exemplo, neutropenia), pacientes com cancer que
fazem uso de radioterapia ou quimioterapia (por exemplo, leucemia), interrupgéo das barreiras
naturais de protecdo (por exemplo, trauma, queimadura e cirurgia abdominal), diabetes,
insuficiéncia renal aguda (por exemplo, processo de hemodidlise), pacientes transplantados
(por exemplo, de medula 6ssea ou o6rgdos solidos), uso de esteroides, nutricdo parenteral,
permanéncia prolongada em UT], pacientes portadores do HIV e, sobretudo antibioticoterapia
prolongada. Entretanto, também existe a possibilidade de infeccGes exdgenas ocorrerem, a
exemplo das infeccGes nosocomiais, nas quais a levedura pode ser veiculada pelas méos dos
profissionais de saude, aparelhos de ventilacdo assistida, cateteres e outros dispositivos
médicos implantaveis (PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007).

Clinicamente, as infec¢des causadas por espécies de Candida, se classificam de duas
formas distintas: candidiase superficial (ou cutaneo-mucosa) e candidiase profunda (ou
sistémica) (JAYATILAKE; SAMARANAYAKE, 2010). De maneira genérica, infeccOes
fangicas causadas por espécies de Candida sdo conhecidas como candidiase ou candidose
(PFALLER et al., 2007). As candidiases podem evoluir de forma aguda, subaguda ou crénica,
sempre apresentando carater oportunista. Inflamacdo, producdo de exsudatos e resposta
granulomatosa, sdo 0s processos patoldgicos mais recorrentes. Quanto aos sitios de infecgéo,
mucosas orofaringeas e sistema genital sdo 0s mais acometidos em pacientes que apresentam
candidiase (PAPPAS et al., 2006).

A candidiase superficial é considerada a mais comum entre as infec¢fes causadas por
espécies do género Candida, geralmente causada por C. albicans, pois é a espécie mais
comum encontrada na microbiota de individuos clinicamente saudaveis ( WATAMOTO et al.,
2011). No entanto, outras espécies de Candida ndo-C. albicanas tém emergido como
importantes patdgenos, como é o caso do Complexo C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis,
C. glabrata, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. kefyr e C. guilliermondii, sobretudo em
contexto hospitalar. A candidiase orofaringea, ocorre devido a um colapso na imunidade local

do paciente, em consequéncia de traumatismo e atrofia epitelial, apresentando, geralmente,



34

placas esbranquigadas, eritematosas e sensiveis a dor (JAYATILAKE; SAMARANAYAKE,
2010). A candidiase genital, principalmente em mulheres, também ¢é considerada uma
infeccdo bastante comum. Ja na pele, a infeccdo manifesta-se nas dobras do corpo, incluindo
0s espacos interdigitais das mdos e dos pés. Enquanto nas unhas, apresenta erosao e
espessamento da borda ungueal estendendo-se transversalmente pela lamina, tornando-se
distrofica e enegrecida (JAYATILAKE; TILAKARATNE; PANAGODA, 2009). A
candidiase profunda ou sistémica ocorre geralmente em pacientes que apresentam imunidade
comprometida, podendo as leveduras se disseminarem no hospedeiro por meio da corrente
sanguinea e atingir 6rgdos vitais como cérebro, coracdo e rins e esta relacionada com altas
taxas de mortalidade nesses individuos (JAYATILAKE; SAMARANAYAKE, 2010). A
presenca de Candida na corrente sanguinea denomina-se candidemia. Candidiase profunda é
responsavel por cerca de 2 a 14 casos por 100.000 habitantes nos Estados Unidos da América
(PAPPAS et al., 2018). Ao passo que, no Brasil, a candidiase profunda correponde a 2,49
casos por 1.000 admissdes hospitalares, o que significa uma incidéncia de 3 a 10 vezes maior
do que a relatada naquele pais do Hemisfério Norte. A taxa de mortalidade decorrente dos
casos de candidiase profunda é alta, variando de 5 a 70% (MELLO et al., 2017,
RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008).

A identificacdo laboratorial das leveduras baseia-se em diversos testes que avaliam 0s
aspectos macroscopicos e microscopicos da cultura in vitro, bem como as caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas das células. Em meios de cultura convencionais em rotina
micoldgica, como agar batata dextrose, agar Sabouraud e Mycosel, as colénias de Candida
apresentam-se de maneira variada, com aspecto brilhoso ou opaco, textura lisa ou levemente
rugosa, e coloracdo que pode variar de branco a creme. Os achados macroscépicos auxiliam
no diagndstico, porém, sdo inconclusivos ao serem analisados isoladamente. Dessa maneira,
exames adicionais sdo empregados corriqueiramente na rotina laboratorial, a fim de aprimorar
0 diagnostico, a saber: microscopia, producdo do tubo germinativo e clamideoconideo,
microcultivo, assimilagdo de fontes de carboidratos e nitrogénio e fermentacdo de
carboidratos. Essas provas sdo conhecidas como metodos fenotipicos tradicionais,
considerados padrdo-ouro para essa finalidade (MIMICA et al., 2009).

Microscopicamente, as formas assexuadas de Candida apresentam-se como células
arredondadas ou elipsoides, podendo formar hifas ou pseudo-hifas. No crescimento em agar
malte por até trés dias, a microscopia direta de C. albicans revela blascoconideos

arredondados ou ovaias curtos; C. parapsilosis com blastoconideos redondos, ovais ou
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alongados, geralmente maiores que de C. albicans; C. krusei com muitos blastoconideos
alongados e; C. tropicalis com a maioria dos blastoconideos redondos ou ovais curtos.
Algumas estruturas celulares sdo produzidas apenas por determinadas espécies, como a
formacéo de tubo germinativo por C. albicans e C. dubliniensis. O teste de formagao do tubo
germinativo é considerado um teste rapido e de fécil execucdo. Baseia-se na inoculacdo da
levedura em um tubo de ensaio contendo soro bovino. Em seguida, o tudo € incubado a 37 °C
por até 3 horas, tendo como resultado, o inicio da filamentacdo por essas espécies
(BARNETT, 2004).

O microcultivo é uma técnica que proporciona baixas concentracfes de Oa,
culminando em stress para Candida, favorecendo a filamentacdo. As células de C. albicans
apresentam-se como pseudo-hifas, hifas e muitos blastoconideos arredondados, com presenca
de clamideoconideos, que sdo células assexuadas caracteristicas de C. albicans e C.
dubliniensis, consideradas estruturas celulares de resisténcia. C. parapsilosis apresenta muitas
pseudo-hifas com blastoconideos emergindo dessas estruturas. C. krusei também mostra-se
com acentuado numero de pseudo-hifas alongadas. Assim como C. tropicalis demonstra
numerosas pseudo-hifas com blastoconideos, isolados em pequenos grupos ao longo de toda
estrutura (BARNETT, 2004).

Em testes bioguimicos, como assimilacdo de fontes de carboidratos e nitrogénio e
fermentacdo de carboidratos, Candida é capaz de utilizar, por via aerébica ou anaerdbica,
diversas fontes de acglcares, tais como glicose, galactose, sacarose, maltose, trealose e outras.
Porém, por vezes ainda se fazem necessarios testes adicionais para classificar o género
Candida a nivel de espécie. Assim, na década de 90, surgiram meios de cultura diferenciais
cromogénios, como o CHROMagar™ Candida, que auxiliam na triagem de leveduras de
importancia médica, diferenciando as coldnias conforme a cor produzida e facilitando a
deteccdo de culturas mistas (Figura 4) (MIMICA et al., 2009). C. albicans, por exemplo,
apresenta coldnias esverdeadas, C. parapsilosis podendo variar entre rosa-amarelado, C.
krusei com coloragdo roxa/lilas e C. tropicalis com coloragdo azul. Métodos automatizados e
semiautomatizados, como Vitek2 (bioMerieux, Marcy I’Etoile, Franga) também estdo
presentes no mercado a fim de agilizar o processo de identificacdo das leveduras. O principio
de identificagdo pelo Vitek2 se baseia nas caracteristicas que Candida apresenta decorrente do
crescimento em cartdes de identificacdo que possui diversas provas bioquimicas (MIMICA et
al., 2009).
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Figura 4: Caracteristicas morfolégicas das colonias de Candida spp. em meio de cultura cromogénico
CHROMagar™ Candida. (A) C. albicans ATCC 10231; (B) C. parapsilosis ATCC 22019; (C) C. krusei ATCC
6258 (D) C. tropicalis CEMM 03-6-070. Fonte: o autor (2018).

O desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de biologia molecular, que
utilizam o DNA de agentes infecciosos, tém-se mostrado uma estratégia tecnicamente viavel
em grandes centros. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain
reaction) é a técnica mais adotada para esta finalidade, pois permite uma rapida identificacdo
de diversos patdgenos fungicos. Para fins epidemioldgicos, esta técnica fornece bons
resultados e assim, € 0 método mais empregado para esse propdsito devido a facilidade de
execucdo. Também, é muito utilizada para comparar isolados obtidos de amostras clinicas
daquelas obtidas de fontes inanimadas, o que auxilia a analise de inquéritos epidemioldgicos
de surtos hospitalares (MIMICA et al., 2009).

Quanto ao tratamento das infec¢Bes causadas por Candida, sobretudo das formas mais
graves, as opcgdes de farmacos sdo limitadas devido a diversos fatores, que incluem:
similaridade bioquimica e fisiolégica entre as células humanas e flngicas; pequena
quantidade de antiflngicos licenciados; utilizacdo de drogas antigas em contexto clinico; uso
de drogas com baixa eficacia; terapia de longo prazo; toxicidade intrinseca da maioria dos
antifangicos; numerosos e severos efeitos colaterais e; emergéncia de cepas de Candida
resistentes aos antifungicos (MELLO et al., 2017). Assim, os antifungicos mais comumente
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utilizados sdo os derivados poliénicos (anfotericina B), os derivados triazélicos (fluconazol,
itraconazol, voriconazol e posaconazol) e as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e
micafungina) (MATTHAIOU; CHRISTODOULOPOULOU; DIMOPOULOS, 2015).

A maioria dos antifingicos de uso terapéutico, a exemplo da anfotericina B e dos
azolicos, tem como alvo o ergosterol, um esterol da membrana fungica muito semelhante ao
colesterol presente na célula humana (ODDS; BROWN; GOW, 2003). Os antifungicos
utilizados atualmente dividem-se de acordo com o sitio de acdo na célula fungica: os que
promovem alteragdo da permeabilidade da membrana celular por ligacdo ao ergosterol
(derivados poliénicos); inibidores da sintese de ergosterol (az6licos) e; os inibidores da sintese
da parede celular (equinocandinas) (KATHIRAVAN et al., 2012).

Os azolicos sdo drogas que exibem como mecanismo de acdo a inibi¢do da producéo
de ergosterol, um esterol importante para a membrana celular flngica, atuando
especificamente contra a enzima lanosterol 14-a-demetilase do complexo enzimaético
citocromo P450, na via da biossintese do ergosterol (KATHIRAVAN et al., 2012). Terapia
sistémica com fluconazol oral ou itraconazol geralmente é eficiente para o tratamento de
candidiase orofaringea, entretanto existem relatos de surgimento de espécies de Candida
resistentes in vivo e in vitro a esses farmacos (PAPPAS et al., 2018; 2006).

Estudos com espécies de Candida relacionadas a infecgdes humanas retratam um
aumento na resisténcia desses micro-organismos aos derivados azoélicos, sendo essa
resisténcia relacionada principalmente ao fluconazol (PAPPAS et al., 2018; 2006). Esse
azolico é o mais prescrito a nivel mundial, sobretudo pelo baixo custo. E indicado, tanto para
candidiase profunda, quanto para a maioria das infecgdes causadas por espécies de Candida,
exeto para as infeccGes causadas por C. krusei que é intrinsecamente resistente a esse
antifungico. O fluconazol é o antifungico mais utilizado, tanto na prevencdo, quanto no
tratamento para combater a candidemia (SANTOS-JUNIOR et al., 2005), o que pode estar
relacionado ao aumento na resisténcia a esse farmaco. A pressdo seletiva causada pelo uso em
demasia, quer seja de maneira profilatica ou empirica, aliada a ampla variedade de espécies
que respondem de maneiras diversas aos antifingicos, pode ser considerado o principal
motivo pelo qual venha ocorrendo aumento da resisténcia a esse farmaco (SANTOS-JUNIOR
et al., 2005).

Uma possivel explicacdo para a resisténcia aos azolicos, pode ser explicada pelos
seguintes motivos: mutacdo da enzima alvo do antifingico e alteracdo do alvo (lanosterol 14-

a-demetilase); mutacdo do gene que codifica esta enzima; superproducdo do alvo; efluxo
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extracelular pela superproducéo de bombas de efluxo e; alteracdo em outras etapas durante a
biossintese do ergosterol (SANTOS-JUNIOR et al., 2005). Pode-se elencar como falhas na
terapéutica antifingica as doses inadequadas, absorcdo, distribuicdo ou metabolismo
deficiente, interacfes medicamentosas, neutropenia grave, presenca de corpo estranho e
emergéncia da resisténcia aos antifingicos (SANTOS-JUNIOR et al., 2005).

2.4 EFEITO DE ANTIBACTERIANOS SOBRE Candida E NA INTERACAO COM A
MICROBIOTA

Os principais antibacterianos de amplo espectro utilizados no tratamento de infec¢des
sisttmicas em ambiente hospitalar sdo os p-lactdmicos e o glicopeptideo vancomicina
(GUSTINETTI; MIKULSKA, 2016). Os antibacterianos B-lactamicos constituem um grupo
de farmacos que compartilham a estrutura comum do anel B-lactdmico em sua composicéao e
tem como mecanismo de acdo a interferéncia na sintese da parede celular bacteriana. Esse
grupo € subclassificado em penicilinas, celafosporinas, cefamicinas, carbapenémicos,
monobactamicos e inibidores de B-lactamases. Em bactérias, o principal constituinte estrutural
celular é uma camada de peptideoglicano. Os antibacterianos B-lactdmicos se ligam a enzimas
especificas que sintetizam a camada de peptideoglicano, as chamadas proteinas ligantes de
penicilina (PBP, do inglés, penicillin-biding proteins), impedindo a formacdo da parede,
atuando como agentes bactericidas. J& o glicopeptideo vancomicina, atua se ligando na porcao
terminal D-alanina-D-alanina das cadeias laterais das moléculas de peptideoglicano,
impedindo a formacdo de pontes de ligacdo entre as moléculas e consequentemente, inibindo
a sintese da parede celular (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

O antibacteriano B-lactdmico amoxicilicina é muito usado na prética medica,
sobretudo por apresentar toxicidade extremamente baixa. A amoxicilina é uma penicilina
bioquimicamente modificada, produzida a partir da cultura do fungo Penicillium chrysogeum.
E considerada um antibacteriano de amplo espectro por possuir atividade antibacteriana
contra cocos Gram-positivos, tais como estreptococos -hemoliticos e a maioria das outras
espécies, meningococos e a maioria dos anaerobios Gram-positivos e, contra alguns bacilos
Gram-negativos, tais como Escherichia coli, Proteus e algumas espécies de Haemophilus
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

As cefalosporinas sdo antibacterianos B-lactdmicos originalmente produzidos pelo

género fungico Cephalosporium e possuem o mesmo mecanismo de acdo das penicilinas,
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porém, com espectro mais amplo, sobretudo contra Gram-negativas e melhores propriedades
farmacocinéticas, como o tempo de meia-vida mais longo. Baseado em modificacdes
bioquimicas na molécula base das cefalosporinas, elas sdo classificadas em diferentes
geracOes, resultando em espectros de acdo diversos. As cefalosporinas de 12 geragdo, possuem
espectro restrito de acédo, limitado-se a E. coli, Klebisiella, Proteus mirabilis e alguns cocos
Gram-positivos sensiveis a penicilina oxacilina. As cefalosporinas de 22 geracdo apresentam
espectro de acdo expandido, pois além de atuar contra as bactérias sensiveis as cefalosporinas
de 12 geracdo, demonstra agdo inibitoria sobre H. influenzae, Enterobacter, Citrobacter,
Serratia spp., e alguns anaerdbios, como Bacterioides fragilis. Ja as cefalosporinas de 32 e 42
geracdo, possuem amplo expectro e expectro estendido de acdo, respectivamente, pois
possuem atividade inibitdria adicional contra a maioria das Enterobacteriacea e Pseudomonas
aeruginosa. As cefalosporinas de 42 geracdo, sao muito prescritas na rotina médica, como é o
caso de cefepime, pois oferece a vantagem de apresentar maior estabilidade contra as enzimas
que degradam os antibacterianos B-lactdmicos, as pB-lactamases (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2017).

Os antibacterianos B-lactamicos carbapenémicos possuem 0 mesmo mecanismo de
acao das penicilinas e cefalosporinas e, sdo amplamente prescritos por serem ativos contra
muitos grupos de bactérias. No entanto, como desvantagem, pelo fato de possuirem amplo
espectro de acdo, podem alterar a populacdo bacteriana normal, acarretando em sérios riscos
para o paciente. Os carbapenémicos, como imipenem e meropenem, sdo ativos contra a
maioria dos Gram-positivos aerobios e anaerobios e, bactérias Gram-negativas (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

O glicopeptideo vancomicina é um antibacteriano originalmente produzido por
Streptomyces orientalis e, também impede a formacdo da parede de peptideoglicano, assim
como os B-lactdmicos, porém, por outro mecanismo de acdo ja descrito. A vancomicina
possui um espectro de acdo restrito a bactérias Gram-positivas, pois a estrutura quimica da
molécula é muito grande para atravessar 0os poros da membrana externa das bactérias Gram-
negativas e atingir o peptideoglicano. Contudo, a vancomicina é um antibacteriano muito
importante em rotina medica, uma vez que € amplamente utilizada no tratamento de infecgdes
causadas por Staphylococcus resistente a oxacilina e outros cocos Gram-positivos resistentes
aos PB-lactamicos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

Ja é bem claro que a utilizagéo de antibacterianos de amplo espectro € capaz de alterar
a composicdo da microbiota do hospedeiro, sobretudo a de mucosas, favorecendo a
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colonizagdo desses locais por Candida (SAMONIS et al., 2006; 2008; 2013). Porém, pouco se
sabe sobre o efeito dos antibacterianos de amplo espectro em face de Candida, sobretudo
qguanto ao metabolismo celular, viruléncia e resisténcia aos antifungicos. Esse género é um
dos principais constituintes da microbiota de humanos e animais, encontrado sobretudo como
micro-organismo comensal nas mucosas, tais como cavidade oral e trato gastrointestinal.
Dessa maneira, Candida esta presente em nichos no hospedeiro que sé@o cocolonizados por
uma grande variedade de outros micro-organismos. Assim, interacGes entre Candida e
bactérias da microbiota tém evoluido durante a coexisténcia no hospedeiro humano. Essas
interacGes podem ser harmonicas ou desarmonicas e, podem ocorrer de diversas formas, a
saber: pelo contato direto entre as células; pela secrecdo de moléculas de sinalizacdo ou
toxinas; competicdo por nutrientes/metabolitos; ou simplesmente a partir da alteracdo do
ambiente, como por exemplo, pelo uso de antibacterianos de amplo espectro. Além disso, co-
infeccbes sdo bastante comuns, pois cerca de 4,8% de todas os casos de candidemias
envolvem mais de uma espécie de Candida e, estima-se que mais de 20% dos casos de
candidemia por C. albicans também envolvam bactérias (COSTA-ORLANDI et al., 2017).
Experimentos em modelos murinos tém demonstrado que a microbiota bacteriana
pode interferir no processo de colonizagdo por Candida uma vez que ocorre competicdo por
nutrientes e pela producédo de substancias tdxicas, as quais interferem na adesdo das leveduras
as células epiteliais do hospedeiro. Porém, ja foi descrito na literatura que interacdes entre
fungos e bactérias podem ser benéficas para C. albicans. Neste contexto, pode a levedura
reagir diretamente com as moléculas de lipopolissacarideos (LPS) da parede celular
bacteriana, que é um importante modulador da viruléncia de C. albicans contribuindo para a
coinfeccdo por C. albicans e E. coli. Nesta perspectiva, a infec¢cdo no trato urinario por E. coli
aumenta a adesdo a mucosa da bexiga por C. albicans, permitindo que as células fngicas
colonizem e se proliferem neste ambiente, causando infec¢do subsequente. Ademais, C.
albicans também reconhece moléculas de muramy! dipeptideos (MDPs), que sdo subunidades
de peptidoglicano que estimulam a diferenciagdo de levedura para hifa, que é intimamente
relacionada com a viruléncia de C. albicans. E bastante comum encontrar C. albicans em
contato com massas de MDPs da microbiota normal em certos nichos, como por exemplo, no
trato gastrointestinal. Em condi¢fes saudaveis, a filamentacdo é inibida provavelmente por
mecanismos adicionais. Em contrapartida, o uso de antibacterianos de amplo espectro, como

0s pB-lactdmicos, eliminam a microbiota bacteriana, levando a um aumento de MDPs,
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acarretando em falha no controle do crescimento fungico e da filamentagdo, aumentando
assim o risco de infeccéo sistémica por Candida (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Outro exemplo de interagdes mutualisticas entre C. albicans e bactérias sdo 0s casos
de biofilmes multiespécies, sobretudo nas infec¢Bes orais (Figura 5). A maioria das infeccGes
orais sé@o polimicrobianas, uma vez que a cavidade bucal abriga uma ampla variedade de
bactérias comensais e patdgenos oportunistas, como C. albicans. Neste cenario, 0S
estreptococos sdo componentes principais do microbioma oral e C. albicans formam
agregados com diferentes espécies de Streptococcus orais, tais como S. gordonii, S. oralis, S.
sanguinis e S. mutans. Por exemplo, S. gordonii reconhecem adesinas de C. albicans, tais
como Als3, Eapl e Hwpl, e se liga as células fangicas, formando microcolénias de S.
gordonii sobre células de C. albicans aderidas na mucosa oral. Além disso, S. gordonii produz
glucanos soltveis que estimulam a producdo de matriz por C. albicans. Adicionalmente, S.
gordonii sintetiza substancias autoindutoras, como Al-2, que induz baixos niveis de H202, que
além de inibir o crescimento de outras bactérias competitivas, estimula a filamentacédo de C.
albicans. Por sua vez, a filamentacao de C. albicans fornece sitios de adesdo para S. gordonii,
promove danos na mucosa oral, liberando nutrientes para o crescimento bacteriano, abrindo o
caminho para a infeccdo disseminada por ambas as espécies (POLKE; HUBE; JACOBSEN,
2015).
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Figura 5: Interagdes entre Candida e bactérias. (1) Inducdo ou inibicdo da filamentacdo de Candida é um
fendmeno espécie-dependente, por exemplo, a produgdo de H,O, por Streptococcus promove o crescimento de
hifas de C. albicans; (2) o lactato secretado pela bactéria é usado por C. albicans como fonte de carbono
alternativa, ao passo que a reducdo da tensdo de oxigénio local por C. albicans propicia o crescimento
bacteriano; (3) a adesdo de C. albicans as moléculas salivares proporciona um nicho de colonizagdo; (4) a adesao
das células bacterianas as hifas de C. albicans resulta na producéo de biofilmes multiespécies; (5) a adesdo de C.
albicans aos suportes de bactérias pré-aderidas, favorece a colonizacao flingica; (6) o dano tecidual causado por
C. albicans promove a invasdo e disseminacdo de ambas as espécies. Fonte: Traduzido de Polke, Hube e
Jacobsen (2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de antibacterianos -lactamicos e vancomicina sobre o crescimento

e viruléncia de Candida spp. e diante do biofilme de C. albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a acdo de antibacterianos B-lactamicos e vancomicina sobre o crescimento

planctonico de Candida spp.;

2. Investigar o efeito de antibacterianos B-lactamicos e vancomicina em face da atividade

enzimatica relacionada a viruléncia de Candida spp.;

3. Averiguar o papel in vivo de antibacterianos p-lactdmicos e vancomicina diante

Candida spp. em modelo de infeccdo experimental utilizando Caenorhabditis elegans;

4. Avaliar a influéncia de antibacterianos B-lactamicos em face da producdo de biofilme

por C. albicans;

5. Verificar a agdo de extratos de biofilme de Escherichia coli tratados com os antibacterianos

sobre o biofilme de C. albicans;

6. Determinar o efeito de antibacterianos B-lactamicos em face da composicao da matriz

exopolimérica do biofilme produzido por C. albicans; e

7. Estipular a agdo de antibacterianos B-lactdmicos em face da tolerancia do biofilme de

C. albicans a antifangicos de uso clinico.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo investigou o efeito de antibacterianos no crescimento planctonico,
producédo de fatores de viruléncia in vitro e viruléncia in vivo de Candida spp., bem como
averiguou a acdo desses farmacos sobre o biofilme de C. albicans. Com a finalidade de
facilitar o entendimento dos procedimentos, o presente estudo foi dividido em duas etapas

experimentais descritas nos itens 4.4 e 4.5.

4.1 LOCAIS DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado no Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), localizado no Centro de Biomedicina da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Cearad (UFC), Fortaleza-CE. A aquisi¢ao das imagens de microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi executada na Central Analitica da UFC. A andlise dos componentes da
matriz dos biofilmes foi realizada no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) localizado na Cidade Universitaria de Recife-PE aos cuidados do Prof. Dr.
Reginaldo Goncalves de Lima Neto, professor do Departamento de Medicina Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.2 MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS

Foram utilizadas estirpes de referéncia de Candida spp. obtidas de isolados clinicos
humanos e pertencentes a Cole¢do de Culturas do CEMM. A pesquisa foi conduzida com
linhagens das seguintes espécies: C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C.
krusei ATCC 6258, C. tropicalis CEMM 03-6-070 e Escherichia coli ATCC 25922. A cepa
de C. tropicalis CEMM 03-6-070 foi isolada de um paciente com fungemia e identificada por
meio de crescimento em CHROMagar™ Candida, micromorfologia em &gar corn meal e
caracteristicas bioquimicas evidenciadas em sistema automatizado Vitek2 (bioMerieux,
Marcy I’Etoile, Franga). As cepas de E. coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC

25923 foram utilizadas como controle de acdo dos antibacterianos.
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4.3 ANTIBACTERIANOS UTILIZADOS

Foram incluidos cinco antibacterianos comumente utilizados na terapéutica clinica de
pacientes com neutropenia febril e principais infeccdes relacionadas em pacientes portadores
de neoplasia hematolégica. As informacdes para escolha dos farmacos foram obtidas a partir
do Servico de Hematologia e Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital
Universitario Walter Cantidio da UFC, baseado em protocolos terapéuticos consensuais
(GUSTINETTI; MIKULSKA, 2016). Foram utilizados os antibacterianos cefepime,
imipenem, meropenem, amoxicilina e vancomicina (Tabela 1) com base nas concentracdes de
pico plasmatico (PP) e duas vezes o pico plasmatico (2xPP) de cada droga (GOODMAN,;
GILMAN, 2007). Também foram utilizados os antifungicos anfotericina B (AMB),
fluconazol (FLC), itraconazol (ITC), voriconazol (VRC) e caspofungina (CAS). As solucdes-
mde dos antibacterianos foram diluidas em &gua destilada estéril, conforme recomendado

pelos fabricantes.

Tabela 1: Antibacterianos utilizados.

Antibacteriano Pico plasmético* 2 vezes 0 pico plasmético Fabricante
Cefepime 126 pg/mL 252 pg/mL Novafarma, BR
Imipenem 33 pg/mL 66 pg/mL AstraZeneca, BR

Meropenem 33 pg/mL 66 pg/mL AstraZeneca, BR
Amoxicilina 4 pg/mL 8 pug/mL Sigma-Aldrich, EUA
Vancomicina 15 pg/mL 30 pg/mL Sigma-Aldrich, EUA

Legenda: BR = Brasil; EUA = Estados Unidos da América. * Fonte: GOODMAN; GILMAN, 2007.

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL — PARTE |

Nesta etapa experimental, investigou-se o efeito dos antibacterianos sobre o
crescimento plancténico e viruléncia in vitro e in vivo de Candida spp. Investigou-se,
também, a contagem de Unidades Formadoras de Col6nia por mL (UFC/mL), alteragdes
morfoldgicas (citometria de fluxo), atividade enzimatica (proteolitica e fosfolipidica) e,
viruléncia in vivo utilizando o nematodeo Caenorhabditis elegans como modelo de infecgéo

experimental (Figura 6).
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Desenho experimental — Parte |

C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis
ATCC 10231 ATCC 22019 ATCC 6258 CEMM 03-6-070
Células Alteragoes Atividade Atividade Viruléncia

viaveis morfologicas proteolitica fosfolipidica in vivo

Figura 6: Desenho experimental — Parte I.

4.4.1 Efeito dos antibacterianos em face do crescimento plancténico de Candida spp.

Foi determinado o efeito dos antibacterianos cefepime, imipenem, meropenem,
amoxicilina e vancomicina nas concentragdes de 2xPP e PP, de cada antibacteriano, sobre o
crescimento planctonico de Candida spp. Utilizou-se as seguintes estirpes: C. albicans ATCC
10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070.
O experimento foi realizado em modelo do tipo microdiluicdo em caldo, segundo protocolo
M27-A3 definido pelo CLSI (2008). Os inoculos foram preparados em meio RPMI-1640 com
concentracdo celular final de aproximadamente 0,5 — 2,5 x 10% células/mL. Apds 48 h de
crescimento a 37 °C, o cultivo foi homogeneizado com o auxilio de uma pipeta estéril e, uma
aliquota de 100 pL foi diluida em solucdo salina estéril na propor¢édo de 1:10 e, utilizada para
contagem de UFC/mL por meio de subcultivos em agar batata (CORDEIRO et al., 2017).
Foram utilizadas como controle de acdo dos antibacterianos as cepas de E. coli ATCC 25922
(controle dos antibacterianos p-lactdmicos) e S. aureus ATCC 25923 (controle da
vancomicina) de acordo com o manual M07-A9 (CLSI, 2012). Para tanto, foram preparados
indculos bacterianos correspondentes a escala 0,5 de McFarland (aproximadamente 1 — 2 x
108 células/mL) e o teste realizado em sistema do tipo microdiluicdo em caldo, usando o meio
de cultura Mueller-Hinton. Os breakpoints foram definidos pela concentracdo inibitdria
minima (CIM) capaz de inibir 100% o crescimento visual das bactérias. O tempo de leitura foi
de 20 h para os antibacterianos B-lactamicos e 24 h para a vancomicina, de acordo com o
procotolo M100-S24 do CLSI (2014) (Apéndice A). Os testes foram realizados em triplicata.
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4.4.2 Efeito dos antibacterianos em face do volume e complexidade celular de Candida

spp. em crescimento planctdnico

O efeito dos antibacterianos cefepime, imipenem, meropenem, amoxicilina e
vancomicina em face do volume e complexidade celular de células planctonicas de C.
albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis
CEMM 03-6-070 foi analisado por citometria de fluxo baseado em Andrade-Neto et al.,
(2014), com modificacdes. Para tanto, indculos das cepas de Candida spp. foram preparados
como descrito anteriormente (item 4.4.1) para os testes de sensibilidade e as células foram
incubadas em meio RPMI-1640 contendo cada antibacteriano teste e incubadas durante 48 h a
37 °C. As celulas foram experimentadas em face da concentracdo de 2xPP e PP de cada
droga. Decorrido o periodo de incubacéo, o cultivo foi homogeneizado com o auxilio de uma
pipeta estéril e, uma aliquota de 100 pL foi diluida 1:10 em solucdo de PBS estéril. Em
seguida, a suspensdo celular foi avaliada em citdmetro de fluxo Epics XL FACScan

(Beckman Coulter, California, EUA) utilizando-se 10.000 células para contagem.

4.4.3 Efeito dos antibacterianos em face da atividade proteolitica de Candida spp.

A deteccdo da atividade proteolitica foi realizada conforme Cordeiro et al., (2015a), a
partir de modificacBes do protocolo original de Charney e Tomarelli (1947). As células de C.
albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis
CEMM 03-6-070 foram cultivadas conforme previamente descrito (item 4.4.1) na presenca de
cefepime, imipenem, meropenem, amoxicilina e vancomicina nas concentrac6es de 2xPP e PP
de cada droga. Nos intervalos de 6, 24 e 48 h, aliquota de 200 pL de cada sobrenadante foi
coletada e adicionado a 200 pL de uma solucdo de azoalbumina (0,3% diluida em uma
solucdo de bicarbonato de sodio a 1%, pH 8,3) e, em seguida, o volume final de 400 pL foi
incubado em banho-maria a 37 °C por 3 h. Decorrido esse tempo, a reacdo enzimatica foi
parada com a adicdo de 1.600 pL de acido tricloroacético a 5%. A solucéo foi centrifugada a
10.000 rpm por 10 minutos e 1 mL do sobrenadante foi retirado e adicionado a 1 mL de uma
solucdo de NaOH a 0,5 mol/L. Apds agitacdo em voértex por 30 segundos, a solucao foi lida
em espectrofotdmetro a 440 nm. O branco da leitura do experimento foi preparado sem a
inoculacdo dos micro-organismos e o controle positivo do teste foi feito na presenca dos

micro-organismos e auséncia das drogas. Os testes foram realizados em triplicata.
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4.4.4 Efeito dos antibacterianos em face da atividade fosfolipidica de Candida spp.

A atividade fosfolipidica de C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019,
C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070 em face dos antibacterianos cefepime,
imipenem, meropenem, amoxicilina e vancomicina, foi avaliada conforme descrito por
Cordeiro et al., (2015b). Utilizou-se o0 meio de cultura &gar gema de ovo, contendo agar
Sabouraud dextrose 2% adicionado de 1 mol/L de cloreto de sédio, 0,05 mol/L de cloreto de
calcio e 8% de uma emulsdo de gema de ovo estéril a 30%. O meio foi distribuido em placas
de Petri estéreis de 90-mm. As leveduras foram previamente crescidas em RPMI-1640,
contendo as concentracfes de 2xPP e PP de cada antibacteriano testado, por 48 h a 37 °C.
Apdbs esse periodo, foi preparado um inoculo fungico correspondente a escala 4 de
McFarland. Em seguida, 5 puL de cada in6culo foram pipetados em discos de papel filtro
esterilizados de aproximadamente 5 mm, os quais foram depositados nas placas contendo o
meio agar gema de ovo. Por fim, as placas foram incubadas a 35 °C por 7 dias. Decorrido o
periodo de incubacdo, foi mensurado o diametro total dos halos de precipitacdo com as

coldnias utilizando um paquimetro. Os testes foram realizados em duplicata.

4.4.5 Efeito dos antibacterianos em face da viruléncia in vivo de Candida spp.

O efeito dos antibacterianos cefepime, imipenem, meropenem, amoxicilina e
vancomicina em face da viruléncia in vivo de C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis
ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070 foi investigado em
modelo de infeccdo experimental utilizando Caenorhabditis elegans conforme metodologia
descrita por Cordeiro et al., (2015a), a partir de adaptacdes do protocolo original de Breger et
al., (2007). Nematodeos em estadio L4 foram previamente cultivados em meio NGM
(Nematode Growth Medium) com Escherichia coli OP50. As cepas de Candida spp. foram
previamente expostas as concentra¢fes de 2xPP e PP de cada droga durante 48 h, conforme
descrito anteriormente (item 4.4.1). Decorrido esse tempo, os vermes foram transferidos do
meio NGM, ap6s lavagem com tampdo M9 (3g KH2PO4, 6g NaoHPO4, 0,59 NaCl e 1g
NH4Cl), para as placas contendo 0s micro-organismos em contato com a droga. Em seguida,
as placas foram mantidas em temperatura de 25 °C por 3 h para que 0s nematddeos se
alimentassem dos micro-organismos. Decorrido esse periodo, 0s nematodeos foram

submetidos a trés lavagens consecutivas em caldo BHI para retirada dos micro-organismos
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aderidos a cuticula. Passado esse processo, aproximadamente 50 vermes/pogo foram
transferidos para placas de microtitulacdo de seis pogos contendo 1,5 mL de meio liquido
composto por 79% v/v de tampdo M9, 20% v/v de BHI, 10 pg/mL de colesterol diluido em
etanol. Os antibacterianos foram adicionados novamente na concentragéo de 2xPP e PP. As
placas foram incubadas por cinco dias a 25 °C, sendo feita analise da viabilidade dos
nematodeos, utilizando um estereomicroscépio, nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 h. Foram
considerados mortos 0s animais que apresentavam estruturas fungicas exteriorizando-se do
pseudoceloma do nematddeo e/ou que ndo respondessem a estimulos mecénicos. Cada verme
considerado morto era retirado do poc¢o da placa ao longo do experimento, sendo estabelecida
uma curva de sobrevivéncia ao final do teste (BREGER et al., 2007). Foi realizado o controle
de toxicidade dos antibacterianos utilizando as concentracfes de 2xPP e PP de cada droga
diante C. elegans livre de Candida spp. e, também, o controle com a cepa de E. coli OP50
sem antibacteriano (Apéndice B).

4.5 DESENHO EXPERIMENTAL — PARTE 11

Nesta etapa experimental, avaliou-se o efeito dos antibacterianos e de extratos de
biofilme de Escherichia coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos sobre o biofilme
de C. albicans ATCC 10231. Analisou-se a producdo de biomassa (cristal violeta), atividade
metabolica (XTT), células viaveis (UFC/mL), ultraestrutura do biofilme por microscopia
eletronica de varredura (MEV), biovolume e espessura (microscopia confocal), atividade
proteolitica (azoalbumina como substrato), quantificacdo de carboidratos e proteinas
(coloragdo com calcoflGior-white, vermelho do Congo, safranina ¢ SYPRO® Ruby),
composicdo quimica da matriz do biofilme analisada pela técnica de Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) e tolerancia aos
antifungicos (AMB, FLC, ITC, VRC e CAS) (Figura 7).

Inicialmente, foi realizado um screening com todos os antibacterianos em face da
producdo de biomassa do biofilme produzido por C. albicans ATCC 10231. Baseado nos
resultados da parte I, os quais ndo houve diferenca entre as duas concentragdes testadas de
cada antibacteriano (2xPP e PP), apenas a concentracéo de PP foi utilizada nos testes da parte
Il do presente estudo. Aqueles antibacterianos que mais intensificaram a producdo de
biomassa dos biofilmes foram escolhidos para os demais testes. Todos os testes foram

realizados em triplicata.
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Desenho experimental — Parte 11
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Figura 7: Desenho experimental — Parte I1.

4.5.1 Efeito dos antibacterianos em face da biomassa do biofilme produzido por Candida

albicans

Baseado no screening de producdo de biomassa (Apéndice C), foram escolhidos os
antibacterianos cefepime e amoxicilina para determinar o efeito dessas drogas em face da
producéo de biofilme por C. albicans ATCC 10231, conforme Cordeiro et al., (2015b). Com a
finalidade de simular a acdo desses antibacterianos sobre a interacdo de C. albicans com
bactérias da microbiota humana, investigou-se o efeito de extratos filtrados de biofilmes de E.
coli ATCC 25922 tratados com cefepime ou amoxicilina diante da producéo de biofilme de C.
albicans ATCC 10231. Para obtencdo dos extratos, biofilmes de E. coli ATCC 25922 foram
formados em placas de microtitulagdo de fundo chato de 96 pocos com indculo
correspondente a escala 1 de McFarland em meio Mueller Hinton, com concentracao celular
final de aproximadamente 3 x 10® células/mL (CREMET et al., 2013). Decorridas 24 h de
incubacéo a 30 °C, o sobrenadante foi aspirado e cada pogo foi lavado duas vezes com PBS
estéril, em seguida foi adicionado novo meio de cultura Mueller Hinton contendo a
concentracdo de PP de cada antibacteriano testado. Apos 24 h, os pocos das placas foram
vigorosamente raspados com auxilio de pipetas estéreis e o material foi aspirado e
centrifugado a 3.500 rpm por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em membrana de
0,22 um e esse material foi utilizado como substrato de crescimento para a formacdo de

biofilmes de C. albicans ATCC 10231 para 0s experimentos descritos a seguir.
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Os biofilmes de C. albicans ATCC 10231 foram formados em placas de
microtitulacdo de fundo chato de 96 pocos com inoculo inicial equivalente a escala 1 de
McFarland (aproximadamente 3 x 10° células/mL) em meio RPMI-1640 contendo a
concentracdo de PP de cada antibacteriano testado e os extratos filtrados dos biofilmes de E.
coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos mencionados nas mesmas concentracgoes.
As placas foram incubadas a 37 °C e nos intervalos de tempo de 6, 24 e 48 h foi realizada a
quantificacdo de biomassa utilizando a técnica de coloracdo com cristal violeta (CORDEIRO
et al. 2015b). Em cada tempo de anélise o meio de cultura foi aspirado e cada pogo foi lavado
duas vezes com PBS estéril e em seguida os biofilmes foram fixados com metanol a 100% e o
sobrenadante foi aspirado. Uma aliquota de 100 pL de cristal violeta a 0,3% diluido em agua
destilada foi adicionada a cada poco. Depois de 20 min a 25 °C, a solugdo de corante foi
aspirada e os pocos foram lavados duas vezes com 200 pL de agua destilada estéril.
Finalmente, foram adicionados 150 pL de &cido acético a 33% aos po¢os corados e deixado
durante 30 segundos. Apos este periodo, o volume foi transferido para outra placa que foi
imediatamente lida em espectrofotdmetro a 590 nm (CORDEIRO et al., 2015b). Os testes

foram realizados em triplicata.

4.5.2 Efeito dos antibacterianos em face da atividade metabodlica do biofilme produzido

por Candida albicans

Para determinar o efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina e dos extratos
filtrados dos biofilmes de E. coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos mencionados
em face da atividade metabolica do biofilme produzido por C. albicans ATCC 10231,
utilizou-se a técnica de reducdo do XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide) como descrito por Bizerra et al., (2008), com modificacGes. Os
biofilmes foram formados como descrito anteriormente (item 4.5.1) e os antibacterianos
também foram testados na concentracdo de PP. Também foram utilizados os extratos dos
biofilmes de E. coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos mencionados nas mesmas
concentragfes. Nos tempos de analise de 6, 24 e 48 h, 0 meio de cultura foi aspirado e cada
poco foi lavado duas vezes com PBS estéril. Em seguida, uma aliquota de 125 pL de
XTT/menadiona [0,1 mg/mL de XTT e menadiona 1 mM (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)]

foi adicionada a cada poco, e as placas foram incubadas ao abrigo da luz direta durante 3 h a
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37 °C. Decorrido esse tempo, o conteudo foi transferido para novas placas de microtitulagéo e

realizada leitura espectrofotometrica a 490 nm. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5.3 Efeito dos antibacterianos em face da deteccdo de celulas viaveis do biofilme
produzido por Candida albicans

Para avaliar o efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina testados na
concentragéo de PP, e dos os extratos filtrados dos biofilmes de E. coli ATCC 25922 tratados
com os antibacterianos mencionados na mesma concentragdo em face da viabilidade celular
do biofilme produzido por C. albicans ATCC 10231, aplicou-se a técnica de contagem de
UFC/mL conforme descrito em Cordeiro et al., (2017). Os biofilmes foram montados como
descrito anteriormente (item 4.5.1). Nos intervalos de 6, 24 e 48 h de analise, 0s pogos das
placas foram raspados com auxilio de pipetas estéreis e uma aliquota de 100 uL foi coletada.
Em seguida, foi feita diluicdes seriadas de 1:10 em solucdo salina estéril e a amostra foi
semeada em 4gar batata para posterior contagem de UFC/mL (CORDEIRO et al., 2017). Os
testes foram realizados em triplicata.

4.5.4 Efeito dos antibacterianos em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme

produzido por Candida albicans

O efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina, testados na concentracdo de PP e
dos extratos dos biofilmes de E. coli ATCC 25922 tratados com o0s antibacterianos
mencionados testados na mesma concentracdo sobre a morfologia e ultraestrutura do biofilme
de C. albicans ATCC 10231 foi avaliada por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV) de acordo com Cordeiro et al., (2017) e microscopia confocal segundo Kagan et al.,
(2014). Para ambas as analises, os biofilmes foram formados em Iaminas de Thermanox®
(Thermo Fisher Scientific, Nova lorque, EUA) com in6culo inicial equivalente a escala 1 de
McFarland (aproximadamente 3 x 10° células/mL) em meio RPMI-1640.

Para a analise por MEV, apdés a incubacdo durante 48 h a 37 °C, os biofilmes foram
fixados com glutaraldeido a 2,5% em tampdo de cacodilato de sédio 0,15 M contendo azul de
alcian (0,1%) e incubados overnight a 4 °C. Depois disso, os biofilmes foram lavados duas
vezes com tampdo de cacodilato 0,15 M, durante 5 min e submetidos a desidratagéo alcoolica
crescente em etanol (50, 70, 80, 95, e 100% [duas vezes]; 10 min cada). Em seguida, foi
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realizada secagem quimica durante 30 min com hexametildisilazano (Polysciences,
Hirschberg an der Bergstrasse, Alemanha) e, finalmente, os biofilmes foram secos overnight
em dessecador. As laminas de Thermanox® foram recobertas com camada de 10 nm de ouro
em metalizadora Emitech Q150T (Quorum Technologies, Lewes, Reino Unido), e observadas
em microscopio eletronico de varredura FEI Inspect S50 (FEI Company, Oregon, EUA), no
modo de alto vacuo a 15 kV.

Para a analise por microscopia confocal, os biofilmes foram corados com o kit de
viabilidade Live/Dead ™ (Invitrogen, California, EUA), compreendendo os corantes SYTO-9,
que identifica a 488 nm células viaveis em verde, e iodeto de propidio, que identifica a 561
nm células invidveis em vermelho. Para tanto, utilizou-se o microscopio confocal Nikon C2+
(Nikon, Toquio, Japdo) e, as imagens foram processadas e analisadas utilizando o software
ImageJ 1.50i, mensurando-se o biovolume (area ocupada pelo biofilme) e a espessura (altura)
dos biofilmes (COLLINS, 2007).

4.5.5 Efeito dos antibacterianos em face da atividade proteolitica do biofilme produzido

por Candida albicans

Para determinar o efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina e dos os extratos
filtrados dos biofilmes de E. coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos mencionados
em face da atividade proteolitica de biofilmes de C. albicans ATCC 10231, adotou-se a
metodologia descrita por Cordeiro et al., (2017), a partir de modificagdes do protocolo
original de Charney e Tomarelli (1947). Os biofilmes foram montados conforme mencionado
anteriormente (item 4.5.1). Os antibacterianos foram testados na concentracdo de PP bem
como foram utilizados os sobrenadantes filtrados dos biofilmes de E. coli ATCC 25922
tratados com os antibacterianos citados. Nos tempos de analise de 6, 24 e 48 h uma aliquota
de 200 pL de cada sobrenadante foi coletada e processada para deteccdo de atividade

proteolitica conforme mencionado anteriormente (item 4.4.3).
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4.5.6 Efeito dos antibacterianos em face da quantificacdo de carboidratos e proteinas do

biofilme de Candida albicans

Foi avaliada a ac¢do dos antibacterianos cefepime e amoxicilina sobre a quantificagéo
de carboidratos e proteinas do biofilme de C. albicans ATCC 10231. Para tanto, a
quantificacdo de carboidratos foi realizada por coloracdo com calcofldor-white (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) baseado em Clark et al., (2018), vermelho do Congo (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) conforme Bazzini et al., (2011) e safranina de acordo com Anne-
Marie et al., (2014) com modificacBes. Ao passo que a quantificacdo de proteinas foi
determinada pela coloragdo com SYPRO® Ruby (Thermo Fisher Scientific, Nova lorque,
EUA), conforme Mohammed et al., (2013), com adaptacdes. Apos 48 h de formacdo do
biofilme na presenca de cefepime ou amoxicilina na concentragdo de PP, como descrito
anteriormente (item 4.5.1), o sobrenadante foi aspirado e os pogos foram lavados duas vezes
com PBS estéril. Em seguida, foram adicionadas aos pocos as solucdes de calcofltor-white a
1%, vermelho do Congo a 0,1%, safranina a 0,1% e SYPRO® Ruby. Apds 10 minutos no
escuro, os pogos foram lavados duas vezes com agua Milli-Q estéril e as culturas foram
ressuspensas em agua Milli-Q estéril e embaladas ao abrigo da luz. Em seguida, as leituras de
fluorescéncia de 430 nm / 510 nm e 465 nm / 630 nm, foram realizadas no equipamento
Cytation 3 (BioTek, Vermont, EUA) para a coloragdo com calcoflior-white e SYPRO® Ruby,
respectivamente. Para os corantes vermelho do Congo e safranina, as solucdes foram
transferidas para novos pocos e a leitura espectrofotométrica foi realizada a 490 nm e 630 nm,

respectivamente. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5.7 Efeito dos antibacterianos em face da composi¢do da matriz do biofilme produzido

por Candida albicans

Foi determinado o efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina testados na
concentracdo de PP em face da composicdo da matriz do biofilme produzido por C. albicans
ATCC 10231. Para tanto, os biofilmes foram formados como descrito anteriormente (item
4.5.1) e, nos tempos de 6, 24 e 48 h, os biofilmes foram raspados, recolhidos com agua MiliQ
estéril, sonicados e posteriormente filtrados em membranas de 0,22 um. O material filtrado

contendo a matriz dos biofilmes foi congelado a -20 °C e liofilizado para posterior analise.
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As proteinas da matriz dos biofilmes foram solubilizadas em &cido trifluoroacético
0,1% (v/v) diluido em solucdo aquosa de High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). Em seguida, 1 pL da solucdo proteica da matriz foi transferida em duplicata para
uma placa alvo de ago polido (Bruker Daltonics, Massachusetts, EUA) e misturadas com uma
matriz organica de 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) (75 mg? de CHCA em etanol /
agua deionizada / acetonitrilo [1:1:1] com 0,03 % de acido trifluoroacético) seguido de
secagem. Para a aquisicdo dos espectros de massas, utilizou-se a técnica de Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) conforme
proposto por Costa et al., (2012) descrito por Cordeiro et al., (2017). Para tanto, foi utilizado
um espectrémetro de massa MALDI-TOF MS Autoflex Il (Bruker Daltonics, Massachusetts,
EUA) equipado com laser Nd:YAG de 1064 nm, operado no modo refletor positivo com a
frequéncia do laser de 100 Hz, com faixa de deteccdo de 400 a 5000 m/z. Utilizou-se o
peptideo | (Bruker Daltonics, Massachusetts, EUA) para calibracdo do equipamento.

Os espectros obtidos a partir dos diferentes tratamentos foram comparados ao controle
utilizando o programa de espectrometria de massa de codigo aberto chamado mMass versao

5.5.0 (www.mmass.org; Praga, Republica Tcheca). Antes de comparar a lista de opgdes, 0

processamento de dados foi realizado por Colheita de Picos, Corre¢do da Linha de Base e
Suavizacdo (NIEDERMEYER; STROHALM, 2012). Em seguida, 0s ions parentais foram
fragmentados usando o modo LIFT. Os dados foram adquiridos usando o software Flex
Control e os espectros foram processados usando o software Flex Analysis ambos versao 3.3
(Bruker Daltonics, Massachusetts, EUA) de acordo com Biemann (1992).

Os espectros de interesse foram identificados usando o software SearchGUI
(Compomics Inc.) utilizado para impressdo digital de dados de massa (MS) e busca de dados
de ions (MS/MS), em face de um banco de dados de proteinas de C. albicans ATCC MYA-
2876 obtido da base de dados UniProt (http://www.uniprot.org; Hinxton, Reino Unido). Para

visualizar e analisar os resultados do SearchGUI, utilizou-se uma plataforma independente de
mecanismo de busca e de identificagdo de peptideos e proteinas denominada PeptideShaker
(VAUDEL et al., 2011). As sequéncias das proteinas anotadas foram recuperadas no formato
FASTA a partir do acesso UniProt (http://www.uniprot.org/batch/).



http://www.mmass.org/
http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/batch/
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4.5.8 Efeito dos antibacterianos em face da tolerancia do biofilme de Candida albicans a

antifingicos

O efeito de cefepime e amoxicilina sobre a tolerancia do biofilme de C. albicans
ATCC 10231 frente aos antifungicos foi determinado de acordo com Ferreira et al., (2009),
com modificag¢bes. Os biofilmes foram formados como descrito anteriormente (item 4.5.1) na
presenca de cefepime ou amoxicilina na concentracdo de PP de cada droga. Apds 48 h de
maturagdo dos biofilmes a 37 °C, o sobrenadante foi aspirado e os biofilmes foram lavados
duas vezes com PBS estéril. Um novo meio de cultura RPMI-1640 foi adicionado aos pogos
contendo AMB, FLC, ITC, VRC e CAS (Tabela 2) com base na concentracdo inibitoria
minima (CIM) e 10xCIM de cada droga, conforme CIMs previamente determinadas para
células planctdnicas. Apos 48 h de incubacdo a 37°C, determinou-se a biomassa e a atividade
metabolica dos biofilmes, conforme descrito anteriormente (itens 451 e 4.5.2,

respectivamente). Os testes foram realizados em triplicata.

Tabela 2: Antifangicos utilizados.

Antiflngicos CIM* 10xCIM Fabricante
Anfotericina B 0,5 pg/mL 5 pg/mL Sigma-Aldrich, EUA
Fluconazol 0,25 pg/mL 2,5 pg/mL Pfizer, BR
Itraconazol 0,25 pg/mL 2,5 pg/mL Janssen Pharmaceutical, BE
Voriconazol 0,125 pg/mL 1,25 pg/mL Pfizer, BR
Caspofungina 0,125 pg/mL 1,25 pg/mL Sigma-Aldrich, EUA

Legenda: BE = Bélgica; BR = Brasil; EUA = Estados Unidos da América; CIM = Concentracdo Inibitdria
Minima. * = Fonte: Manual M27-A3 (CLSI, 2008).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
dados foram comparadas pelo pds-teste de Tukey. Para a analise dos resultados referentes a
curva de sobrevivéncia foi empregado o metodo de Kaplan-Meier, e para deteccdo de
diferenga entre 0s grupos, os testes log-rank e Wilcoxon foram utilizados. Para todas as
avaliagdes, o valor de p<0,05 foi considerado significante. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 7.0 (GraphPad Software, California,
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 PARTE I

Os resultados obtidos referentes a parte | do presente trabalho foram compilados na
forma de manuscrito intitulado “g-lactam antibiotics and vancomycin increase the growth
and virulence of Candida spp.” publicado no peridédico Future Microbiology, ISSN 1746-
0921, fator de impacto 3.374, qualis CAPES A2 na area de avaliacdo Medicina I.

5.1.1 Efeito dos antibacterianos em face do crescimento plancténico de Candida spp.

Quanto ao efeito dos antibacterianos sobre o crescimento planctonico de Candida spp.,
imipenem, meropenem e amoxicilina, em ambas as concentragfes testadas, estimularam o
crescimento de C. albicans ATCC 10231 (Figura 8A) (p<0,05). Além disso, cefepime em
ambas as concentracdes testadas, aumentou a contagem de células viaveis de C. parapsilosis
ATCC 22019 (Figura 8B) (p<0,05). Ja para a cepa de C. krusei ATCC 6258, cefepime e
vancomicina na concentracdo de 2xPP e, meropenem e amoxicilina na concentragdo de PP,
estimularam o crescimento (Figura 8C) (p<0,05). Por fim, cefepime, vancomicina,
meropenem e amoxicilina na concentracdo de 2xPP e, vancomicina, imipenem e meropenem
na concentracdo de PP, estimularam o crescimento de C. tropicalis CEMM 03-6-070 (Figura
8D) (p<0,05).
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Figura 8: Efeito dos antibacterianos em face do crescimento de Candida spp. em forma plancténica. (A) C.
albicans ATCC 10231, (B) C. parapsilosis ATCC 22019, (C) C. krusei ATCC 6258 e (D) C. tropicalis CEMM
03-6-070. Barras pretas: controle sem tratamento. Barras cinza: 2 x pico plasmatico de cada antibacteriano
testado. Barras brancas: pico plasmatico de cada antibacteriano testado. * = diferenga estatistica comparada ao
controle (p<0,05).

5.1.2 Efeito dos antibacterianos em face do volume e complexidade celular de Candida

spp. em crescimento plancténico

Quanto ao efeito dos antibacterianos em face do volume e complexidade celular de
células plancténicas de Candida spp. analisados por citometria de fluxo, vancomicina em
ambas as concentracOes testadas diante C. parapsilosis ATCC 22019 (Figura 9A-C) e
amoxicilina na concentracdo de PP em face de C. tropicalis CEMM 03-6-070 (Figura 9D-F),
alteraram o volume celular. As demais condi¢Oes testadas nd&o modificaram o perfil
populacional celular de C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei
ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070.
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Figura 9: Efeito dos antibacterianos, vancomicina e amoxicilina, em face do volume celular de C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. tropicalis CEMM 03-6-070 em crescimento planctdnico analisado por citometria de fluxo.
Linhas pretas: controle sem exposi¢cdo aos antibacterianos; linhas cinzas: células de Candida expostas aos
antibacterianos. FSC-Height = Forward Scatter (Dispersdo progressiva — volume celular). (A) Controle —
volume celular de C. parapsilosis ATCC 22019 sem antibacteriano, média de FSC-Height: 521,24; (B)
Vancomicina na concentracéo de 2 vezes o pico plasmatico frente ao volume celular de C. parapsilosis ATCC
22019, média de FSC-Height: 839,78; (C) Vancomicina na concentracdo de pico plasmatico frente ao volume
celular de C. parapsilosis ATCC 22019, média de FSC-Height: 803,47; (D) Controle — volume celular de C.
tropicalis CEMM 03-6-070 sem antibacteriano, média de FSC-Height: 445,99; (E) Amoxicilina na concentragao
de 2 vezes o pico plasmatico frente ao volume celular de C. tropicalis CEMM 03-6-070, média de FSC-Height:
521,96; (F) Amoxicilina na concentragdo de pico plasmatico frente ao volume celular de C. tropicalis CEMM
03-6-070, média de FSC-Height: 784,13.

5.1.3 Efeito dos antibacterianos em face da atividade proteolitica de Candida spp.

Quanto a analise do efeito dos antibacterianos em face da atividade proteolitica de
Candida spp. em crescimento planctonico, os antibacterianos amoxicilina e vancomicina, em
ambas concentracdes testadas, estimularam a atividade proteolitica de C. albicans ATCC
10231 (Figura 10A) (p<0,05) apo6s 48 h de cultivo. Ja os antibacterianos, amoxicilina,
imipenem e vancomicina, em ambas as concentragcdes testadas, aumentaram a atividade
proteolitica de C. parapsilosis ATCC 22019 (Figura 10B) (p<0,05) decorrido 48 h de
incubacdo. O antibacteriano cefepime, em ambas as concentragcdes testadas, elevou a
atividade proteolitica de C. krusei ATCC 6258 (Figura 10C) (p<0,05) ap6s 48 h de cultivo.
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Enquanto que amoxicilina na concentragdo de PP aumentou a atividade proteolitica de C.
tropicalis CEMM 03-6-070, decorridas 48 h de incubacdo (Figura 10D) (p<0,05). Nenhum
dos antibacterianos estimularam a atividade proteolitica nos tempos de 6 e 24 h para todas as

cepas de Candida analisadas.
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Figura 10: Efeito dos antibacterianos em face da atividade proteolitica de C. albicans ATCC 10231, C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 em crescimento plancténico de 48 h. (A) C. albicans ATCC
10231 (B); C. parapsilosis ATCC 22019; (C) C. krusei ATCC 6258 (D) C. tropialis CEMM 03-6-070. Barras
pretas: controle sem tratamento. Barras cinza: 2 x pico plasmatico de cada antibacteriano testado. Barras brancas:
pico plasmatico de cada antibacteriano testado. * = diferenca estatistica comparada ao controle (p<0,05).

5.1.4 Efeito dos antibacterianos em face da atividade fosfolipidica de Candida spp.

Quanto ao efeito dos antibacterianos em face da atividade fosfolipidica de Candida
spp., nenhum dos farmacos testados, em ambas as concentragdes utilizadas, modificaram a

atividade fosfolipidica de Candida spp. apés 7 dias de cultivo (Apéndice D).
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5.1.5 Efeito dos antibacterianos em face da viruléncia in vivo de Candida spp.

Referente ao efeito dos antibacterianos em face da viruléncia in vivo de Candida spp.
(Apéndice E), amoxicilina aumentou a viruléncia de C. krusei ATCC 6258 (Figura 11A-B)
nas concentraces de 2xPP (p=0,0245) e PP (p=0,0271) diante Caenorhabditis elegans em
modelo de infeccdo experimental. Amoxicilina também potencializou a viruléncia de C.
tropicalis CEMM 03-6-070 (Figura 11C-D) nas mesmas concentragcdes testadas, 2xPP
(p=0,0278) e PP (p=0,0326) frente ao modelo utilizado. Os demais antibacterianos testados
ndo alteraram a viruléncia de C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C.
krusei ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070.
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Figura 11: Efeito de amoxicilina em face da viruléncia in vivo de C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM
03-6-070 em modelo de infeccdo experimental utilizando Caenorhabditis elegans. (A) C. krusei ATCC 6258 — 2
x pico plasmatico; (B) C. krusei ATCC 6258 — pico plasmatico; (C) C. tropicalis CEMM 03-6-070 — 2 X pico
plasmatico; (D) C. tropicalis CEMM 03-6-070 — pico plasmatico. * = diferenca estatistica comparada ao
controle (p<0,05).

5.2 PARTE Il

Os resultados obtidos referentes a parte 11 do presente estudo proporcionaram a
confeccdo do manuscrito intitulado “Cefepime and amoxicillin increase metabolism and

enhance caspofungin tolerance of Candida albicans biofilms” submetido ao periddico
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Antimicrobial Agents and Chemotherapy, ISSN 1098-6596, fator de impacto 4.255, qualis
CAPES A2 na area de avaliacdo Medicina I.

5.2.1 Efeito dos antibacteriano em face da biomassa do biofilme produzido por Candida

albicans

Cefepime e amoxicilina estimularam a producdo de biomassa do biofilme de C.
albicans ATCC 10231 em todos os tempos de andlise, 6, 24 e 48 h (Figura 12) (p<0,05).
Porém, os extratos de biofilme de E. coli ATCC 25922 tratados com cefepime ou amoxicilina
ndo interferiram na producdo de biofilme de C. albicans ATCC 10231, quando comparado
com 0s mesmos antibacterianos testados isoladamente (p>0,05), embora tenha apresentado
diferenga significativa comparado ao extrato de biofilme de E. coli ATCC 25922 livre de

antibacterianos (p<0,05).
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Figura 12: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da biomassa do biofilme produzido por C.
albicans ATCC 10231. CA = C. albicans (Controle); CA+CEF = C. albicans + Cefepime; CA+AMOX = C.
albicans + Amoxicilina; CA+EC = C. albicans + E. coli (Controle); CA+EC+CEF = C. albicans + E. coli +
Cefepime; CA+EC+AMOX = C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Barras pretas: controles. Barras cinza:
tratamento com cefepime. Barras brancas: tratamento com amoxicilina. Cada grupo de barras contém as anélises
de 6, 24 e 48 h, respectivamente. * = diferenca estatistica comparada ao respectivo controle (p<0,05).
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5.2.2 Efeito dos antibacterianos em face da atividade metabolica do biofilme produzido

por Candida albicans

A atividade metabolica dos biofilmes de C. albicans ATCC 10231 foi aumentada na
presenca dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em todos os tempos de andlise, 6, 24 e
48 h (Figura 13) (p<0,05). Todavia, a adicdo dos extratos de biofilme de E. coli ATCC 25922
tratados com cefepime ou amoxicilina ndo modificou a atividade metabdlica dos biofilmes de
C. albicans ATCC 10231, quando comparados com 0S mesmos antibacterianos testados
isoladamente (p>0,05), mesmo tendo apresentado diferenca comparado ao biofilme de C.

albicans ATCC 10231 crescido na presenca de extrato de E. coli ATCC 25922 livre de

antibacterianos (p<0,05).
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Figura 13: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da atividade metabdlica do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231. CA = C. albicans (Controle); CA+CEF = C. albicans + Cefepime;
CA+AMOX = C. albicans + Amoxicilina; CA+EC = C. albicans + E. coli (Controle); CA+EC+CEF = C.
albicans + E. coli + Cefepime; CA+EC+AMOX = C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Barras pretas: controles.
Barras cinza: tratamento com cefepime. Barras brancas: tratamento com amoxicilina. Cada grupo de barras
contém as analises de 6, 24 e 48 h, respectivamente. * = diferenga estatistica comparada ao respectivo controle

(p<0,05).

5.2.3 Efeito dos antibacterianos em face da deteccdo de células viaveis do biofilme

produzido por Candida albicans

Os antibacterianos cefepime e amoxicilina intensificaram a quantidade de células

viaveis do biofilme de C. albicans ATCC 10231 ap6s 48 h, sem interferir nos tempos de 6 e
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24 h (Figura 14) (p<0,05). Entretanto, os extratos de biofilme de E. coli ATCC 25922 tratados
com cefepime ou amoxicilina ndo interferiram na quantidade de células viaveis de C. albicans
ATCC 10231, comparado com 0s mesmos antibacterianos testados isoladamente (p>0,05),
embora tenha apresentado diferenca estatistica quando comparado ao extrato de biofilme de
E. coli ATCC 25922 livre de antibacterianos (p<0,05).
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Figura 14: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da deteccao de células vidveis do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231. CA = C. albicans (Controle); CA+CEF = C. albicans + Cefepime;
CA+AMOX = C. albicans + Amoxicilina; CA+EC = C. albicans + E. coli (Controle); CA+EC+CEF = C.
albicans + E. coli + Cefepime; CA+EC+AMOX = C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Barras pretas: controles.
Barras cinza: tratamento com cefepime. Barras brancas: tratamento com amoxicilina. Cada grupo de barras
contém as analises de 6, 24 e 48 h, respectivamente. * = diferenga estatistica comparada ao respectivo controle
(p<0,05).

5.2.4 Efeito dos antibacterianos em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme

produzido por Candida albicans

Quanto a morfologia e ultraestrutura de biofilmes produzidos por C. albicans ATCC
10231 analisados por MEV, observa-se que apos 6 h (Figura 15) de formacéo, os biofilmes
sdo formados por microcol6nias celulares aderidas ao substrato, compostas por blastoconideos
e pseudo-hifas. Nota-se ainda o inicio da producdo da matriz extracelular que envolve as
células. Decorridas 24 h de formacéo (Figura 16), observa-se um aumento consideravel na
guantidade de blastoconideos e pseudo-hifas alongadas aderidas, formando estruturas densas e

organizadas, dispostas em multicamadas celulares com inicio da formacdo de estruturas



65

tubulares em forma de canais. Ap6s a maturacdo dos biofilmes em 48 h (Figura 17), observa-
se uma maior densidade celular, composta de blastoconideos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras
alongadas. De maneira geral, ndo se evidencia diferencas morfoldgicas significativas nos
biofilmes de C. albicans ATCC 10231, tratados com cefepime ou amoxicilina ou com 0s
extratos de E. coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos mencionados na mesma

concentracdo, comparados com seus respectivos controles.

Controle Cefepime Amoxicilina

Sem extrato de E. coli

Com extrato de E. coli

Figura 15: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia eletronica de varredura — Etapa de adesdo: 6
h. (A) C. albicans (Controle); (B) C. albicans + Cefepime; (C) C. albicans + Amoxicilina; (D) C. albicans + E.
coli (Controle); (E) C. albicans + E. coli + Cefepime; (F) C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Seta preta = inicio
da producéo de matriz extracelular. Aumento de 2.000 vezes.



66

Controle Cefepime Amoxicilina

N, IS N
X

Sem extrato de E. coli

Com extrato de E. coli

Figura 16: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia eletrdnica de varredura — Biofilme em
formacdo: 24 h. (A) C. albicans (Controle); (B) C. albicans + Cefepime; (C) C. albicans + Amoxicilina; (D) C.
albicans + E. coli (Controle); (E) C. albicans + E. coli + Cefepime; (F) C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Seta
preta = estrutura tubular em forma de canal. Aumento de 2.000 vezes.

Sem extrato de E coli

Com extrato de E. coli

Figura 17: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia eletrnica de varredura — Biofilme maduro:
48 h. (A) C. albicans (Controle); (B) C. albicans + Cefepime; (C) C. albicans + Amoxicilina; (D) C. albicans +
E. coli (Controle); (E) C. albicans + E. coli + Cefepime; (F) C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Seta preta =
células envoltas pela matriz extracelular. Aumento de 2.000 vezes.

Quanto a morfologia e ultraestrutura de biofilmes produzidos por C. albicans ATCC
10231 analisados por microscopia confocal, observa-se que apos 6 h (Figura 18) de formacao,
os biofilmes sdo constituidos por microcoldnias celulares viaveis (verde) em sua maioria, com

escassez de células inviaveis (vermelho), as quais se encontram aderidas ao substrato, e sdo
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compostas por blastoconideos e pseudo-hifas. Nesse momento inicial de analise, 0s
tratamentos com cefepime e amoxicilina ou com os extratos de E. coli ATCC 25922 tratados
com os antibacterianos mencionados na mesma concentra¢do, diminuiram o biovolume
(Figura 21A) e a espessura (Figura 21D) dos biofilmes produzidos por C. albicans ATCC
10231 no momento de adesédo (p>0,05).

Decorridas 24 h de formacdo (Figura 19), observa-se de maneira geral um aumento
significativo na quantidade de células viaveis, com predominio de blastoconideos e pseudo-
hifas alongadas aderidas, formando biofilmes mais espessos e volumosos. O tratamento com
amoxicilina aumentou o biovolume e a espessura (Figura 21) do biofilme de C. albicans
ATCC 10231, comparado ao controle (p<0,05). Ao passo que, 0 tratamento com cefepime
diminuiu o biovolume (Figura 21B) e a espessura (Figura 21E) do biofilme de C. albicans
ATCC 10231, comparado ao seu respectivo controle (p>0,05). Os tratamentos com extrato de
E. coli ATCC 25922 sozinho ou tratado com amoxicilina ou cefepime reduziram o biovolume
e a espessura do biofilme de C. albicans ATCC 10231, quando comparados ao tratamento
com os antibacterianos isoladamente (p>0,05).

Ap6s a maturacao dos biofilmes em 48 h (Figura 20), permanece a predominancia de
blastoconideos e pseudo-hifas alongadas aderidas, ressaltando a presenca de biofilmes
espessos e volumosos, o que confere maior robustez. O tratamento com amoxicilina aumentou
o0 biovolume (Figura 21C) e a espessura (Figura 21F) (p<0,05). Porém, a adicdo do extrato do
biofilme de E. coli ATCC 25922 tratado com cefepime ndo modificou o biovolume e a
espessura (p>0,05), ao passo que a adicdo do extrato do biofilme de E. coli ATCC 25922
tratado com amoxicilina reduziu o biovolume e a espessura, quando comparados ao

tratamentos com o0s antibacterianos testados isoladamente (p<0,05).
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Cefepime Amoxicilia

Controle

Sem extrato de E. coli

om extrato de E. coli

Figura 18: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da morfologla e uItraestrutura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia confocal — Etapa de adesdo: 6 h. (A) C.
albicans (Controle); (B) C. albicans + Cefepime; (C) C. albicans + Amoxicilina; (D) C. albicans + E. coli
(Controle); (E) C. albicans + E. coli + Cefepime; (F) C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Z = altura do biofilme.
Aumento de 400 vezes.

Controle Cefepime Amoxicilina

Sem_ extrato de E. coli

581 |

Com extrato de E. coli

Figura 19: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia confocal — Biofilme em formagéo: 24 h. (A)
C. albicans (Controle); (B) C. albicans + Cefepime; (C) C. albicans + Amoxicilina; (D) C. albicans + E. coli
(Controle); (E) C. albicans + E. coli + Cefepime; (F) C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Z = altura do biofilme.
Aumento de 400 vezes.
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Sem extrato de E. coli

om extrato de E. coli

Figura 20: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da morfologia e ultraestrutura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia confocal — Biofilme maduro: 48 h. (A) C.
albicans (Controle); (B) C. albicans + Cefepime; (C) C. albicans + Amoxicilina; (D) C. albicans + E. coli
(Controle); (E) C. albicans + E. coli + Cefepime; (F) C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Z = altura do biofilme.
Aumento de 400 vezes.
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Figura 21: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face do biovolume e a espessura do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por microscopia confocal. (A) Etapa de adesdo: Biovolume —
6 h; (B) Biofilme em formacdo: Biovolume — 24 h; (C) Biofilme maduro: Biovolume — 48 h; (D) Etapa de
adesdo: Espessura — 6 h; (E) Biofilme em formacdo: Espessura — 24 h; (F) Biofilme maduro: Espessura — 48 h.
CA = C. albicans (Controle); CA+CEF = C. albicans + Cefepime; CA+AMOX = C. albicans + Amoxicilina;
CA+EC = C. albicans + E. coli (Controle); CA+EC+CEF = C. albicans + E. coli + Cefepime; CA+EC+AMOX
= C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Barras pretas: controles. Barras cinza: tratamento com cefepime. Barras
brancas: tratamento com amoxicilina. * = diferenca estatistica comparada ao respectivo controle (p<0,05).

5.2.5 Efeito dos antibacterianos em face da atividade proteolitica do biofilme produzido

por Candida albicans

Os tratamentos com amoxicilina ou com os extratos de E. coli ATCC 25922 tratados
com cefepime ou amoxicilina na mesma concentragdo, aumentaram a atividade proteolitica do
biofilme produzido por C. albicans ATCC 10231 (Figura 22) ap6s 48 h de formacéo
(p<0,05). Porém, cefepime testado isoladamente ndo modificou a atividade proteolitica do
biofilme de C. albicans ATCC 10231. Nao houve diferenca na atividade proteolitica nos

tempos de 6 e 24 h.
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Figura 22: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da atividade proteolitica do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231. Barras pretas: controles. Barras cinza: tratamento com cefepime. Barras
brancas: tratamento com amoxicilina. CA = C. albicans (Controle); CA+CEF = C. albicans + Cefepime;
CA+AMOX = C. albicans + Amoxicilina; CA+EC = C. albicans + E. coli (Controle); CA+EC+CEF = C.
albicans + E. coli + Cefepime; CA+EC+AMOX = C. albicans + E. coli + Amoxicilina. Anélise de 48 h. * =
diferenca estatistica comparada ao respectivo controle (p<0,05).

5.2.6 Efeito dos antibacterianos em face da quantificacdo de carboidratos e proteinas do

biofilme de Candida albicans

Somente o tratamento com amoxicilina aumentou a quantidade de carboidratos,
provavelmente quitina e 1,3-p-glucanos, do biofilme de C. albicans ATCC 10231 corado por
calcofluor-white (p<0,05) (Figura 23). Ndo foram observadas diferengas estatisticas nos testes
utilizando vermelho do Congo, safranina ou SYPRO® Ruby, quando os biofilmes de C.

albicans ATCC 10231 foram tratados com amoxicilina ou cefepime (p>0,05) (Apéndice F).
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Figura 23: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da quantificacdo de carboidratos do
biofilme de C. albicans ATCC 10231. Barras pretas: controles. Barras cinza: tratamento com cefepime. Barras
brancas: tratamento com amoxicilina. Anélise de 48 h. * = diferenca estatistica comparada ao controle (p<0,05).

5.2.7 Efeito dos antibacterianos em face da composicdo da matriz do biofilme produzido

por Candida albicans

As matrizes dos biofilmes de C. albicans ATCC 10231 tratados com cefepime ou
amoxicilina (Figura 24) mostraram um grupo de picos com m/z de 399,95 — 714,30 Da. A
analise comparativa dos espectros de massa no software mMass mostrou que o tratamento
com cefepime em face do biofilme de C. albicans ATCC 10231 suprimiu o pico de 532,818
Da em relacdo ao biofilme ndo tratado. Por outro lado, o tratamento com amoxicilina
promoveu o surgimento de um pico de 596,455 Da encontrado somente nessa condicao teste.
A anélise MS/MS do pico de 596,455 Da fragmentado foi descrita pelo software SearchGUI
como uma chaperona de choque térmico Hsp70 situada no Gene KAR2, quando comparada a
uma base de dados de C. albicans ATCC MYA-2876. O cddigo de acesso da proteina no
UniProtkKB é AOA1D8PG96.
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Figura 24: Efeito dos antibacterianos cefepime e amoxicilina em face da composi¢do da matriz do biofilme
produzido por C. albicans ATCC 10231 analisado por Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). * = espectro de massa de 596,455 Da que foi fragmentado e
identificado como Hsp70.

5.2.8 Efeito dos antibacterianos em face da tolerancia do biofilme de Candida albicans a

antifngicos

O biofime maduro de C. albicans ATCC 10231 formado na presenca de amoxicilina
tornou-se mais tolerante a caspofungina nas concentracdes de CIM e 10xCIM, aumentando a
biomassa (Figura 25A) e a atividade metabolica (Figura 25B) (p<0,05). O tratamento com
amoxicilina ou cefepime ndo modificou a tolerancia do biofilme de C. albicans ATCC 10231
aos demais antifungicos, AMB, FLC, ITC e VRC (p<0,05) (Apéndice G).
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Figura 25: Efeito de cefepime e amoxicilina em face da tolerancia do biofilme produzido por Candida albicans
ATCC 10231 a caspofungina. (A) Biomassa; (B) atividade metabdlica; CEF = cefepime; AMOX = amoxicilina;
CIM = concentracéo inibitéria minima; Barras pretas: controles. Barras cinzas claras: tratamento com cefepime.
Barras brancas: tratamento com amoxicilina. Barras cinzas escuras: tratamento apenas com caspofungina. Barras
pontilhadas: tratamento com antibacterianos e caspofungina. * = Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Ja é bem conhecido que o uso de antibacterianos de amplo espectro pode alterar a
composicdo da microbiota do hospedeiro, sobretudo a de mucosas, favorecendo a colonizagao
desses locais por Candida spp. (SAMONIS et al., 2006a; 2006b; 2013). No entanto, pouco se
sabe sobre o efeito de antibacterianos de amplo espectro como os f-lactdmicos, incluindo
cefepime, imipenem, meropenem e amoxicilina e do glicopeptideo vancomicina sobre o
crescimento plancténico e viruléncia de Candida spp., bem como diante do biofilme
produzido por C. albicans.

Dessa maneira, o presente trabalho investigou o papel dos principais antibacterianos
utilizados na pratica médica no tratamento de pacientes neutropénicos febris (GUSTINETTI,;
MIKULSKA, 2016) sobre as principais espécies de Candida causadoras de candidemia
(NEGRI et al., 2010). Estudos realizados por Samonis et al., (2006a; 2006b; 2013)
investigaram o papel de antibacterianos de mesma classe testados no presente estudo em face
da colonizacdo por C. albicans do trato gastrointestinal de murinos e também evidenciaram
aumento substancial na contagem de células viaveis nas fezes dos camundongos. Porém, nos
estudos de Samonis et al., (2006a; 2006b; 2013) ndo foi revelado se a proliferacdo de C.
albicans no trato gastrointestinal de camundongos foi decorrente da elimininacdo da
microbiota bacteriana ou, se os antibacterianos induzem de maneira direta o crescimento
celular da levedura. No presente estudo, evidenciou-se que, de maneira geral, 0s
antibacterianos B-lactdmicos e vancomicina estimulam o crescimento planctonico aumentando
a contagem de células viaveis de Candida spp. O aumento do crescimento celular in vitro
pode refletir no crescimento in vivo aumentando as chances de Candida spp. de conseguir
colonizar tecidos e posteriormente causar infecccao.

O proximo passo foi investigar o papel dos antibacterianos P-lactamicos e de
vancomicina sobre o volume e complexidade celular de Candida spp. analisados por
citometria de fluxo. Muitos trabalhos tém utilizado a citometria de fluxo para estudar o
comportamento celular de patdgenos fungicos, sobretudo espécies de Candida diante drogas
(LEONARD et al., 2017; SILVA et al., 2016; ANDRADE-NETO et al., 2014). No presente
trabalho, destacou-se que amoxicilina em face de C. parapsilosis ATCC 22019 e vancomicina
diante C. tropicalis CEMM 03-6-070 alteram o perfil populacional celular dessas espécies,
aumentando o volume celular. E possivel que essa mudanca tenha ocorrido devido & inducéo

da filamentacdo das células fungicas, ou pelo aumento na quantidade do contetdo celular,
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como organelas e vesiculas. No entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para
elucidacdo dos mecanismos envolvidos nesse fenémeno.

No presente estudo, também destacou-se que o0s antibacterianos B-lactdmicos e
vancomicina propiciam um aumento na atividade proteolitica por Candida spp. a depender do
antibacteriano utilizado. Estudos comprovam que a atividade enzimatica, sobretudo de
proteases por Candida spp. € considerada um importante fator de viruléncia, pois desempenha
papel crucial para o crescimento celular, adesdo e penetracdo em tecidos do hospedeiro que
pode culminar na invasdo da corrente sanguinea e consequentemente ocasionar candidemia
(CORDEIRO et al., 2015b; 2017; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015). Assim, a utilizacéo
de antibacterianos B-lactamicos e vancomicina no tratamento empirico de pacientes de risco
podem agravar a situacao, caso o agente etioldgico seja Candida spp., uma vez que a secrecao
de proteases € um importante fator de viruléncia para o fungo. Em contrapartida, a atividade
fosfolipidica ndo foi alterada pelo tratamento com os antibacterianos, o que demonstra que
esses farmacos ndo participam das vias metatabdlicas envolvidas na producéo de fosfolipases.

Analisou-se ainda o papel dos antibacterianos B-lactamicos e de vancomicina sobre a
viruléncia in vivo de Candida spp. em modelo de infecgdo experimental utilizando o
nematdédeo C. elegans. Evidenciou-se que amoxicilina aumenta a viruléncia de C. krusei
ATCC 6258 e C. tropicalis CEMM 03-6-070 diante do modelo de infeccdo experimental
utilizado. Estudos utilizando C. elegans como modelo permitem a identificacdo de compostos
que modulam as respostas imunitarias ou afetam fatores de viruléncia de fungos que séo
apenas expressos durante a infeccdo. Além disso, fornecem informacBes importantes da
relacdo parasita-hospedeiro, inclusive, da resposta do sistema imune inato (PUKKILA-
WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011). Assim, diante do exposto, o tratamento com
amoxicilina pode aumentar as chances de complica¢des das infecgdes causadas por C. krusei
e C. tropicalis, uma vez que esse antibacteriano potencializa a viruléncia dessas espécies.

A prdéxima etapa do presente estudo foi averiguar a influéncia dos antibacterianos B-
lactamicos em face da producéo de biofilme por C. albicans ATCC 10231, a principal espécie
de Candida como patdgeno humano e animal (VOGEL et al., 2013). Nesta etapa, realizou-se
um screening com os antibacterianos cefepime, imipenem, meropenem, amoxicilina e
vancomicina diante da producdo de biomassa do biofilme de C. albicans ATCC 10231,
destacando-se que apenas cefepime e amoxicilina estimulam a produgéo de biomassa; por
esse motivo, a escolha desses antibacterianos para a realizagdo das demais etapas

experimentais.
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Jé foi descrito na literatura que interacGes entre fungos e bactérias podem ser benéficas
para C. albicans. Por exemplo, moléculas de lipopolissacarideos, que sdo importantes
moduladores presentes nas paredes celulares bacterianas, podem reagir diretamente com C.
albicans aumentando a viruléncia, contribuindo para a coinfec¢do por C. albicans e E. coli
(ROGERS et al., 2013). Neste cenéario, o uso de antibacterianos de amplo espectro, como 0s
B-lactamicos, eliminam a microbiota bacteriana, liberando moléculas de muramil dipeptideos
(MDPs), que sdo subunidades de peptidoglicano que estimulam a transicdo de levedura para
hifa, que é intimamente relacionada com a viruléncia de C. albicans. Assim, ocorre falha no
controle do crescimento fungico e da filamentagdo, aumentando o risco de infecgdo sistémica
por Candida (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015). Com a finalidade de simular a acdo de
cefepime e amoxicilina sobre a interacdo de C. albicans com bactérias da microbiota humana,
investigou-se, também, o efeito de extratos obtidos a partir da producdo de biofilmes de E.
coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos mencionados diante da formacdo de
biofilmes de C. albicans ATCC 10231. Porém, o tratamento com 0s extratos, de maneira
geral, ndo modificou a producdo de biofilme, quando comparado aos antibacterianos testados
isoladamente. Dessa forma, os extratos ndo foram analisados nos testes de quantificagéo de
carboidratos e proteinas, composicao da matriz e tolerancia aos antiflngicos.

O primeiro passo foi avaliar a producao de biomassa, atividade metabdlica e contagem
de células viaveis dos biofilmes de C. albicans ATCC 10231 tratados com cefepime ou
amoxicilina ou, com os extratos de E. coli ATCC 25922 tratados com os antibacterianos
mencionados. Destacou-se que a producdo de biomassa e atividade metabdlica pelos
biofilmes de C. albicans ATCC 10231 tratados com os antibacterianos € substancialmente
aumentada em todos os momentos de formacédo dos biofilmes, nas etapas de adesdo, formacéo
e maturagdo. Além disso, os tratamentos tambeém induzem um aumento na quantidade de
celulas vidveis durante a formacéo e maturagdo dos biofilmes.

Em estudo realizado por Vogel et al., (2013) foi evidenciado que o antibacteriano
rifampicina aumenta a producgdo de determinantes de viruléncia e a formagéo de biofilme por
C. albicans. Além disso, rifampicina também induz uma maior atividade metabdlica celular, e
proporciona o surgimento do fenotipo de hidrofobicidade da superficie celular. Ainda,
promove uma maior ligagdo com fibronectina e estimula a formagéo do tubo germinativo. O
fendtipo de hidrofobicidade da superficie celular propicia um aumento da ligacdo das células
aos tecidos e materiais inanimados como cateteres, sendo assim um pre-requisito para a

formagdo de biofilmes. J& a ligacdo a fibronectina tem sido considerada como uma
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propriedade de viruléncia que permite a adesdo ao tecido pela ligagdo da matriz extracelular,
promovendo assim a iniciacdo e a disseminacdo da candidiase. Todos esses fatores, estdo
diretamente relacionados com a viruléncia de C. albicans (POLKE; HUBE; JACOBSEN,
2015). Dessa maneira, biofilmes com maior quantidade de biomassa e com mais células
viaveis e metabolicamente ativas aumenta as chances de cronicidade da doenca e
complicacdes clinicas relacionadas.

Destacou-se que os biofilmes produzidos por C. albicans ATCC 10231 séo
constituidos por células pleomdrficas diferenciadas em blastoconideos, pseudo-hifas e hifas
verdadeiras alongadas, recobertas por matriz exopolimérica e estdo dispostas em
multicamadas celulares. Apesar de ndo terem sido observadas diferencas morfoldgicas
significativas nos tratamentos ao se analisar os biofilmes por microscopia eletrénica de
varredura, cabe ressaltar que a capacidade de diferenciacdo morfolégica de C. albicans
desempenha um papel importante na maturacdo do biofilme, permitindo a formacdo de
biofilmes mais robustos com maior nimero de hifas quando comparado a quantidade de
blastoconideos (VOGEL et al., 2013). Blastoconideos e hifas verdadeiras podem ser
comumente encontrados durante infecgOes sistémicas e ambos os perfis celulares
desempenham papéis distintos durante diferentes etapas da infeccdo. Os blastoconideos sédo
importantes para a disseminacdo fungica por meio da corrente sanguinea, ao passo que a
formacdo das hifas esta associada a invasdo tecidual do hospedeiro (POLKE; HUBE;
JACOBSEN, 2015).

Evidenciou-se também que os biofilmes produzidos por C. albicans ATCC 10231 sdo
compostos por quase que exclusivamente células viaveis. Embora os tratamentos tenham
diminuido o biovolume e a espessura dos biofilmes no momento de adesdo celular,
provavelmente em decorréncia de adaptacéo diante das drogas, a formacao e a maturagéo dos
biofilmes foram intensificadas pelo tratamento com os antibacterianos, acarretando no
desenvolvimento de biofilmes mais espessos e volumosos, conferindo maior robustez. A
complexa arquitetura dos biofilmes de C. albicans confere resisténcia intrinseca a uma grande
variedade de tensdes excercidas pelo organismo do hospedeiro, sobretudo aos mecanismos
imunologicos de defesa, stress mecanico, e ainda, resisténcia aos antifungicos, repercutindo
por muitas vezes em insucesso terapéutico e complicacdes clinicas (POLKE; HUBE;
JACOBSEN, 2015).

Os biofilmes produzidos tiveram ainda um aumento substancial da atividade

proteolitica quando tratados com amoxicilina. Esses achados sdo corroborados pelos
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resultados evidenciados nos testes com células plancténicas de C. albicans ATCC 10231.
Como ja mencionado, 0 aumento da atividade proteolitica de C. albicans é fator fundamental
para o crescimento celular, favorece a adesao e penetracdo das células de Candida em tecidos
do hospedeiro, acarretando no estabelecimento da infeccdo (POLKE; HUBE; JACOBSEN,
2015).

Investigou-se, ainda, o efeito dos antibacterianos sobre a quantidade de carboidratos e
proteinas dos biofilmes produzidos por C. albicans ATCC 10231. Evidenciou-se que
amoxicilina aumenta a quantidade de carboidratos, provavelmente quitina e 1,3-p-glucanos,
presentes no biofilme de C. albicans, sem alterar a quantidade de proteinas como um todo. De
maneira geral, a matriz exopolimérica dos biofilmes fungicos é constituida por proteinas,
carboidratos da parede celular, lipidios, hexosamina, fosforo, acido uradnico e DNA
extracelular (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015; ZARNOWSKI et al., 2014). Zarnowski et
al., (2014) analisaram a composig&o in vitro e in vivo da matriz de biofilmes de C. albicans e
os resultados revelaram que proteinas, cerca de 55%, sdo um dos principais componentes da
matriz do biofilme, seguido de 25% de carboidratos, 15% de lipidios e 5% de acido nucleico.
Os autores detectaram um total de 565 proteinas diferentes associadas a matriz do biofilme de
C. albicans, as quais sdo responsaveis por cerca de 458 funcdes diversas, supostamente
envolvidas com 16 vias metabdlicas distintas. Esses componentes proteicos sdo considerados
fatores envolvidos no metabolismo de carboidratos e aminoacidos, sugerindo que a matriz do
biofilme também pode funcionar como um “sistema digestivo externo”, que aumenta a
captacdo de nutrientes como fontes de energia para as células associadas em biofilme.
Alteracbes na constituicdo quimica da matriz exopolimérica dos biofilmes pode acarretar
diretamente na viruléncia fangica e/ou resisténcia aos antifingicos. Compreender 0s
mecanismos envolvidos na sintese da matriz dos biofilmes é o ponto chave para o
desenvolvimento de estratégicas antiflngicas.

Nesse contexto, o préximo passo foi investigar a influéncia de cefepime e amoxicilina
na composicao bioquimica da matriz dos biofilmes de C. albicans ATCC 10231. Destacou-se
que amoxicilina induz a sintese de uma chaperona de choque térmico de 70 Da deniminada de
Hsp70 (heat shock protein 70). As proteinas de choque téermico sdo chaperonas altamente
conservadas em eucariotos e procariotos, participando de diversas vias metabolicas celulares.
Sua principal funcdo é auxiliar outras proteinas a manter sua conformacdo tridimensional,
permanecendo ativas. Existem diversas classes de proteinas de choque térmico que séo

classificadas mediante seu peso molecular. Em C. albicans ja foram descritos seis tipos de
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Hsp (Hsp104, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp21l e Hspl2) sendo Hsp90 e Hsp70 as principais
estudadas em patdgenos fungicos. Evidéncias cientificas ttm demonstrado que as proteinas
Hsp sdo necessarias para a morfogénese, transicdo micélio-levedura, conidiogénese,
integridade da parede celular, sinalizacdo celular e resisténcia a antifingicos em diversos
fungos. Ja foi constatado que em C. albicans, as proteinas Hsp potencializam uma répida
evolucdo da resisténcia aos antifungicos, sobretudo aos azolicos e equinocandinas, em células
planctonicas e, também participam na dispersdo e resisténcia aos antifangicos em biofilme
(GONG et al., 2017).

Por fim, investigou-se o efeito de cefepime e amoxicilina em um dos fendmenos mais
caracteristicos dos biofilmes, a resisténcia aos antifingicos. Destacou-se que amoxicilina
aumenta a tolerancia dos biofilmes a caspofungina. Os principais carboidratos produzidos por
C. albicans séo 1,3-B-glucano e quitina, responsaveis pela estruturacdo da parede celular do
fungo. O aumento na producdo de carboidratos, especialmente 1,3-B-glucano e quitina, pode
ter um impacto direto na resisténcia as equinocandinas, como a caspofungina. Um estudo
conduzido por Lee et al., (2012) revelou que a alta quantidade de quitina na parede celular de
C. albicans confere resisténcia in vivo a caspofungina. Além disso, Lamoth et al., (2015)
revelaram que a tolerancia a caspofungina em Aspergillus fumigatus é mediada por Hsp70.
Dessa forma, € possivel que o uso de amoxicilina no tratamento de infec¢cbes sistémicas em
pacientes de risco possa resultar em dificuldade de tratamento se a infeccdo for decorrente do
estabelecimento de biofilme por C. albicans.

Nesse contexto, o presente estudo destacou que antibacterianos P-lactamicos e
vancomicina estimulam o crescimento planctdnico e a atividade proteolitica, sem modificar a
atividade fosfolipidica de Candida spp. Ademais, amoxicilina potencializa a viruléncia de C.
krusei e C. tropicalis em modelo de infeccdo experimental utilizando Caenorhabditis elegans.
Ainda, extratos de biofilme de E. coli tratados com amoxicilina ou cefepime, de maneira
geral, ndo interferem na producdo de biofilme de C. albicans, quando comparados aos
antibacterianos testados isoladamente. Ademais, amoxicilina e cefepime intensificam a
producdo de biofilme por C. albicans decorrente do aumento da producdo de biomassa,
atividade metabdlica, contagem de celulas viaveis, biovolume, espessura, atividade
proteolitica e quantificacdo de carboidratos dos biofilmes produzidos. Ainda, amoxicilina
induz a sintese de Hsp70 pelo biofilme de C. albicans. Por fim, amoxicilina proporciona
maior tolerancia dos biofilmes de C. albicans a caspofungina. Esses achados podem ter

impacto direto na fisiopatologia das infec¢Ges fungicas invasivas em pacientes em risco.
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7 CONCLUSAO

1. Antibacterianos B-lactamicos e vancomicina estimulam o crescimento planctonico de

Candida spp.;

2. Vancomicina diante C. parapsilosis e amoxicilina em face de C. tropicalis alteraram o

perfil populacional celular, aumentando o volume celular;

3. Antibacterianos B-lactamicos e vancomicina aumentam a atividade proteolitica, mas

ndo modificam a atividade fosfolipidica de Candida spp.;

4. Amoxicilina potencializa a viruléncia in vivo de C. krusei e C. tropicalis em modelo

de infeccdo experimental utilizando Caenorhabditis elegans;

5. Extratos de biofilme de E. coli tratados com amoxicilina ou cefepime, de maneira
geral, ndo interferem na producéo de biofilme de C. albicans, quando comparados aos
antibacterianos testados isoladamente, aumentando apenas a atividade proteolitica dos
biofilmes de C. albicans;

6. Amoxicilina e cefepime intensificam a producdo de biofilme decorrente da producéo
de biomassa, atividade metabdlica, células vidveis, biovolume, espessura e atividade

proteolitica por C. albicans; e

7. Amoxicilina aumenta a quantificacdo de carboidratos, induz a sintese de Hsp70 e

resulta em maior tolerancia do biofilme de C. albicans a caspofungina.
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APENDICES

Apéndice A — Breakpoints de leitura dos antibacterianos em face de Escherichia coli

ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923
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CIM - Antibacterianos E. coli ATCC 25922

S. aureus ATCC 25923

Breakpoints* S SDD R S SDD R
Cefepime <2 4-8 >16 - - -
Imipenem <1 2 >4 - = -
Meropenem <1 2 >4 - - -
Amoxicilina <8 16 >32 - - -
Vancomicina - - - <2 4-8 >16

Legenda: CIM = Concentracdo Inibitéria Minima; S = Sensivel; R
Dependente * Fonte: Manual M100-S24 (CLSI, 2014).

= Resistente; SDD = Sensivel Dose
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Apéndice B — Controle de toxicidade dos antibacterianos e Escherichia coli OP50 diante

Caenorhabditis elegans

A E. coli OP50 e antibacterianos B E. coti OP50 ¢ antibacterianos
2 x Pico Plasmatico Pico plasmatico

£ 100+ £ 1001
2 i = i coli OP50 & ] —_
80 = 80
£ == (efepime £ —_
= =
E 604 =~ [mipenem E 601 —_
-; 40 —— Meropenem ; 404 -
% == Amoxicilina iﬁ -
- p L. - 204
g 2 Vancomicina g
£ P
g o . . . . . g 0 . . . . .

1] 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

Dias Dias

Legenda: (A) Concentragdo de duas vezes o pico plasmatico; (B) Concentracéo de pico plasmatico.

E. coli OP50
Cefepime
Imipenem
Meropenem
Amoxicilina
Vancomicina
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Apéndice C — Screening da producéo de biomassa do biofilme de Candida albicans em

face dos antibacterianos

Screening - Biomassa
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Legenda: Cada grupo de barras contém as analises de 6, 24 e 48 h, respectivamente. * = diferenca estatistica
comparada ao respectivo controle (p<0,05).
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Apéndice D — Efeito dos antibacterianos em face da atividade fosfolipidica de Candida

Spp.

A C. albicans ATCC 10231 B c parapsitesis ATCC 22019
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Legenda: (A) C. albicans ATCC 10231 (B); C. parapsilosis ATCC 22019; (C) C. krusei ATCC 6258; (D) C.
tropicalis CEMM 03-6-070. Barras pretas: controle sem tratamento. Barras cinza: 2 x pico plasmatico de cada
antibacteriano testado. Barras brancas: pico plasmético de cada antibacteriano testado.
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Apéndice E — Efeito dos antibacterianos em face da viruléncia in vivo de Candida spp.

em modelo de infeccio experimental utilizando Caenorhabditis elegans

Espécies Concentracfes Dias Controle CEF IMIP MER AMOX VANCO
0 100 100 100 100 100 100
1 88 86 88 87,75 86 85,71
2 X pico 2 52 48 54 53,06 48 51,02
plasmatico 3 18 12 18 18,36 10 14,28
4 4 0 4 4,08 0 0
C. albicans 5 0 0 0
ATCC 10231 0 100 100 100 100 100 100
1 90 90,19 92 92 90 90
pico plasmatico 2 56 49,01 56 56 48 54
3 26 19,60 26 26 18 24
4 4 0 4 4 0 2
5 0 0 0 0 0 0
0 100 100 100 100 100 100
1 94 92,15 96,07 96,07 92,15 92,15
2 X pico 2 66 58,82 70,58 70,58 58,82 64,70
plasmatico 3 26 1568 29,41 29,41 11,76 21,56
4 4 0 7,84 7,84 0 0
C. parapsilosis 5 0 0 0 0 0
ATCC 22019 0 100 100 100 100 100 100
1 94 94,11 96 9591 94,23 93,87
pico plasmatico 2 66 60,78 68 71,42 59,61 67,34
3 32 23,52 36 38,77 19,23 30,61
4 10 1,960 14 16,32 0 8,16
5 0 0 0 0 0 0
0 100 100 100 100 100 100
1 84 80 83,67 85,71 80 84
2 X pico 2 46 36 46,93 44,89 34 44
plasmatico 3 30 16 28,57 28,57 12* 26
4 10 0 8,16 8,16 0 6
C. krusei 5 0 0 0 0 0
ATCC 6258 0 100 100 100 100 100 100
1 84 86,27 90 90 79,59 86,27
pico plasmatico 2 46 41,17 52 52 34,69 47,05
3 30 15,68 30 30 12,24* 25,49
4 10 0 10 10 0 5,88
5 0 0 0 0 0
0 100 100 100 100 100 100
1 92 88 91,83 91,83 86,27 88
2 X pico 2 58 50 59,18 57,14 47,05 54
plasmatico 3 36 24 38,77 34,69 21,56* 32
4 12 0 14,28 10,20 0 8
C. tropicalis 5 0 0 0 0 0 0
CEMM 03-6-070 0 100 100 100 100 100 100
1 92 92,15 94 94 86 94
pico plasmético 2 58 56,86 62 62 48 62
3 36 31,37 40 40 22* 38
4 12 3,92 10 10 0 8
5 0 0 0 0 0 0

Legenda: CEF = Cefepime; IMIP = Imipenem; MER = Meropenem; AMOX = Amoxicilina e; VANCO =

Vancomicina. Resultados expressos em porcentagem. * = Diferenca estatistica em relagdo ao controle.
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Apéndice F — Efeito dos antibacterianos em face da quantificagdo de carboidratos e
proteinas do biofilme de Candida albicans usando vermelho do Congo, safranina e
SYPRO® Ruby
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Legenda: (A) Vermelho do Congo; (B) Safranina; (C) SYPRO® Ruby. Barras pretas: controles. Barras cinzas
claras: tratamento com cefepime. Barras brancas: tratamento com amoxicilina.
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Apéndice G — Efeito de cefepime e amoxicilina em face da tolerancia do biofilme de Candida albicans ATCC 10231 aos antifungicos

A Biomassa B Biomassa C Biomassa Biomassa
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Legenda: Efeito de cefepime e amoxicilina em face da tolerancia do biofilme produzido por Candida albicans ATCC 10231 aos antiflngicos. (A-E) Biomassa; (F-H)
atividade metabdlica; CEF = cefepime; AMOX = amoxicilina; AMB = anfotericina B; FLC = fluconazol; ITC = itraconazol; VRC = voriconazol; CIM = concentragao
inibitdria minima; Barras pretas: controles. Barras cinzas claras: tratamento com cefepime. Barras brancas: tratamento com amoxicilina. Barras cinzas escuras: tratamento
apenas com caspofungina. Barras pontilhadas: tratamento com antibacterianos e caspofungina. * = Diferenca estatistica comparado ao controle (p<0,05).



